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Résumé 
 
Les racines jouent un rôle primordial dans la vie de la plante, tant pour le prélèvement de l’eau et des 
sels minéraux nécessaires à son développement, que pour l’adaptation à son environnement 
biotique. Ce dernier est notamment constitué par une grande diversité de microorganismes dont 
certains peuvent être bénéfiques, via l’établissement de relations symbiotiques, alors que d’autres 
sont néfastes et cherchent à se développer en parasite, aux dépens de la plante. Pour s’adapter et 
survivre, les plantes doivent donc être capables de reconnaître les microorganismes du sol afin de 
déclencher des réponses appropriées menant à l’acceptation ou au rejet du microorganisme 
rencontré. La mise en place de ces réponses passe par un dialogue moléculaire entre le 
microorganisme et la plante dans les phases précoces de l’interaction, au sein de la rhizosphère. 
Dans ce cadre d’étude, l’exploitation des ressources génétiques (mutants ou accessions naturelles) 
de la légumineuse modèle Medicago truncatula, capable d’héberger des interactions symbiotiques et 
pathogènes, a permis : 
 - de mieux comprendre comment s’effectue la perception d’un microorganisme par 
l’identification de nouveaux signaux symbiotiques produits par les champignons mycorhiziens à 
arbuscules.  
 - d’identifier des acteurs moléculaires impliqués dans la réponse de la plante, soit après 
inoculation d’un agent pathogène racinaire (étude de la résistance quantitative à Aphanomyces 
euteiches), soit après la perception de signaux symbiotiques (identification de gènes associés à 
l’induction de racines latérales en réponse aux facteurs Nod (NFs). 
Ainsi, il a d’abord été montré que Rhizophagus irregularis secrète des signaux symbiotiques qui sont 
un mélange de lipochitooligosaccharides (LCOs) simples sulfatés et non-sulfatés. Ces composés,  
impliqués dans l’établissement de la symbiose mycorhizienne avec des plantes de différentes familles 
(Fabaceae, Asteraceae et Umbelliferae), stimulent la croissance racinaire et la formation de racines 
latérales chez la légumineuse Medicago truncatula, via la voie de signalisation symbiotique 
commune.  
Une étude de génétique d’association (GWAS) exploitant la variabilité naturelle de M. truncatula a 
ensuite permis d’identifier le déterminisme polygénique de la résistance quantitative à A. euteiches, 
oomycète responsable de la pourriture racinaire du pois. Un gène codant une protéine à domaine F-
box est le principal acteur impliqué dans ce phénotype et semble agir comme un régulateur négatif 
de l’immunité. 
Enfin, une autre analyse GWAS nous a également permis de mettre en évidence une forte variabilité 
de réponse aux NFs chez M. truncatula, allant de l’induction à la répression du développement de 
racines latérales. Quatre loci majeurs ont été identifiés et font apparaître des gènes associés à des 
voies hormonales ou des régulateurs transcriptionnels.  
L’ensemble des résultats obtenus permet de mieux comprendre les mécanismes fondamentaux qui 
interviennent dans les interactions plante-microorganismes, tout en soulignant l’existence 
d’interconnexions possibles entre symbiose et immunité. Ces travaux ouvrent aussi la voie au 
développement de stratégies d’amélioration génétique des légumineuses cultivées mais aussi à 
l’utilisation de molécules dérivées de LCOs favorisant le développement racinaire. 
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Préambule 
 
Ce manuscrit de doctorat est l’aboutissement du parcours atypique de l’étudiant que je suis. 
Mes études supérieures auront commencé en 1998 pour finir en 2014 : dix années auront donc été 
nécessaires pour construire et formaliser cette thèse. Ce diplôme relève d’un véritable choix issu 
d’une réflexion personnelle sur mon parcours et mes ambitions professionnelles. En mars 2012, mon 
inscription à l’école doctorale SEVAB de l’Université Paul Sabatier de Toulouse a donc officialisé mon 
envie et mis fin à des années de réflexion sur le sens et le contenu de ce projet.  
Titulaire d’un Master (DESS) en biotechnologie végétale (septembre 2003), dont les modules 
« plante-microorganismes » m’avaient déjà clairement interpellé, en 2006 j’ai candidaté au 
Laboratoire des Interactions Plantes Microorganismes (LIPM), sur un projet, financé par une 
entreprise privée (Nitragin). Pendant quatre années, en tant qu’assistant ingénieur sous la 
responsabilité de Jean Dénarié, j’ai participé à ces travaux à l’interface de la recherche fondamentale 
et appliquée qui ont permis l’identification et la caractérisation de signaux symbiotiques fongiques. 
Ces travaux sont l’objet du premier chapitre de la partie « Résultats » du manuscrit. Mes 
connaissances sur les interactions plantes-mycorhizes ont été enrichies par le contrat réalisé l’année 
d’après, en 2010, au Laboratoire de Recherche en Science Végétale (LRSV) dans l’équipe de 
Guillaume Bécard. En tant qu’ingénieur d’études, sous la direction Soizic Rochange, j’ai étudié dans le 
cadre d’un projet ANR (Agence Nationale de la Recherche) « Myc signalling », le dialogue moléculaire 
pré-symbiotique entre les plantes et les champignons endomycorhizens à arbuscules.  
En 2011, je m’étais donc ainsi constitué un solide bagage scientifique sur les interactions 
symbiotiques entre les plantes et les microorganismes.  
Motivé et curieux d’élargir mes connaissances dans le domaine des interactions plantes-
microorganisme, j’ai candidaté sur un projet ANR proposé par l’équipe de Bernard Dumas dans le 
même laboratoire (LRSV). En 2011, j’ai ainsi intégré en tant qu’ingénieur d’études le projet 
« ImmunitAe », coordonné par Christophe Jacquet, qui visait à identifier les déterminants génétiques 
de la résistance de la légumineuse modèle Medicago truncatula au parasite racinaire Aphanomyces 
euteiches. Au cours des trois années de contrat j’ai obtenus les résultats qui vous sont présentés 
dans le deuxième et troisième chapitre de la partie « Résultats » du manuscrit. Ce contrat a aussi été 
l’occasion de me former aux approches de génétique quantitative.  
C’est à l’issue de la première année de ce contrat, que j’ai décidé, avec le soutien de Christophe 
Jacquet et Jean Dénarié, de m’inscrire en thèse pour mener un projet de thèse basé sur les travaux 
que j’avais menés sur les différents types d’interaction (mutualiste et parasitaire) autour du même 
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modèle végétal Medicago truncatula.. Ce projet est l’occasion d’approfondir mes connaissances dans 
le domaine des interactions plantes-microorganismes et d’acquérir un diplôme pour devenir 
chercheur et accéder à des métiers à responsabilité.  
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Les plantes sont ancrées dans le sol par leur système racinaire qui se développe au contact de la plus 
grande divesité d’organismes vivants qui existe sur Terre (Hirsch and Mauchline, 2012) . Parmi ceux ci 
se trouve une multitude de microorganismes, au contact desquels les plantes ont évolué et colonisé 
la surface de la terre. (Heckman, et al., 2001). La présence ancienne de ces microbes au contact des 
plantes est attestée par l’analyse de fossiles datés de l’Ordovicien (-480/-460 millions d’années) qui 
montrent l’existence des ancêtres des champignons mycorhiziens à arbuscules (Redecker, et al., 
2000), . Cette découverte permet de faire l’hypothèse que ce type de microbe pourrait avoir facilité 
l’expansion des plantes sur différents territoires terrestres (Redecker, et al., 2000) Parallèlement 
d’autres fossiles datant d’une époque similaire et contenant des oomycètes au contact de racines, 
montrent aussi que les plantes ont dû faire face également à des invasions parasitaires. (Krings, et al., 
2011, Strullu-Derrien, et al., 2011). Ainsi, ces différents fossiles sont les témoins de la coévolution qui 
a existé entre plantes et les microorganismes du sol. Il est donc logique d’imaginer que cette très 
longue période de cohabitation a engendré des phénomènes d’adaptation morphologique, 
physiologique et génétique chez les deux partenaires de l’interaction.   
Au cours de mon travail de thèse, j’ai étudié les interactions entre les plantes et les microorganismes 
du sol, qu’elles soient bénéfiques ou néfastes pour les plantes. Les thèmes abordés dans cette thèse 
concernent les mécanismes de reconnaissance et d’adaptation des deux partenaires au cours de ces 
interactions. L’introduction bibliographique présentera différents concepts et connaissances centrés 
sur les différents domaines couverts par ce travail. Elle débutera par une présentation du système 
racinaire et de son développement (I A), suivi de la description des différents types d’interactions 
biotiques dans la rhizosphère (I B). La deuxième partie de l’introduction résumera le contexte de mes 
travaux sur les étapes précoces des endosymbioses mutualistes (II A) et sera suivie de concepts 
portant sur l’immunité des plantes et notamment sur la résistance quantitative (II B). Compte tenu 
des stratégies développées dans ce travail,  une introduction des concepts et des approches de 
génétique utilisées sera présentées dans la troisième partie de l’introduction (III). Enfin cette revue 
bibliographique se terminera par une présentation de Medicago truncatula, modèle végétal utilisé au 
cours de l’ensemble de ces travaux, suivi de la description du pathosystème modèle entre cette 
plante et l’oomycète Aphanomyces euteiches.(IV) 
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Figure 1 : Représentation schématique des principaux systèmes racinaires chez les Angiospermes. 
(a) Schéma du système racinaire pivotant d’Arabidopsis thaliana, représentatif des dicotylédones, 5 
et 12 jours après germination. Le système racinaire est composé d’une racine primaire (PR) et de 
racines latérales (LR). 
(b) Schéma du système racinaire fasciculaire du riz, représentatif des monocotylédones, 7 et 14 jours 
après germination. Le système racinaire est composé d’une racine primaire (PR) développée à partir 
de la radicule, de racines nodales (CR) développées à partir de l’intersection tige/racine et de racines 
latérales (LR) qui se développent sur tout type de racine. 
Illustration adaptée de(Osmont, et al., 2007) 
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I. La racine, lieu d’échanges et d’interactions. 
A. Le système racinaire des plantes.  
Le système racinaire est un organe souterrain qui apparait très tôt au cours de l’embryogenèse 
végétale pour pouvoir rapidement assurer la nutrition de la plante. C’est un organe structuré dont le 
développement est régi par son programme génétique et modulé par les conditions 
environnementales (Malamy, 2005); (Hodge, et al., 2009).  
1. Structure et organisation. 
Le système racinaire permet d’abord à la plante de s’ancrer dans le sol, puis de l’explorer, afin d’y 
puiser l’eau et les nutriments minéraux dont elle a besoin pour se développer. Par ailleurs, il participe 
aussi au stockage de réserves, à la synthèse de phytohormones, ainsi qu’à la reproduction végétative. 
Enfin, il est en contact avec le milieu biologique du sol et doit donc à ce titre, permettre à la plante de 
s’adapter à cet environnement biotique. 
Il existe une grande variabilité de types de système racinaire dont le développement est dépendant 
des espèces et des facteurs environnementaux qui ont conduit à l’établissement de plusieurs 
systèmes de classification (Fitter, 1987, Fitter, et al., 2002). Deux groupes majeurs se distinguent et 
reflètent principalement les différences entre les espèces dicotylédones et monocotylédones. Chez 
les espèces modèles dicotylédones Arabidopsis thaliana et Medicago truncatula, le système racinaire 
est composé d’une racine principale différenciée à partir de la radicule de l’embryon, et de racines 
latérales qui se développent à partir d’une racine parente. L’ensemble donne naissance à un système 
racinaire pivotant organisé autour d’un axe principal à croissance dominante verticale avec un 
gravitropisme positif. Chez les monocotylédones, qui incluent les espèces cultivées modèles du maïs 
(Zea mays) et du riz (Oryza sativa), le système racinaire est dit fasciculé. Il est caractérisé par un 
développement parallèle des racines en faisceaux à partir des tissus post-embryonnaires. (Figure 1) 
(Nibau, et al., 2008, Osmont, et al., 2007). Compte tenu du fait que cette thèse est centrée sur M. 
truncatula, les informations qui suivent concernent le développement du système racinaire pivotant. 
La racine, qu’elle soit principale ou secondaire, est structurée en cinq zones (la coiffe, la zone 
méristématique, la zone d’élongation, la zone de différenciation et la zone d’organogénèse) 
intervenant dans la croissance racinaire  (Ivanov and Dubrovsky, 2013) (Figure 2). 
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Figure2 : La racine de la plante modèle Arabidopsis thaliana.  
A cause de son architecture simple et de la disponibilité d’outils génétiques, la racine de la plante 
modèle A. thaliana est un système parfait pour étudier les dynamiques et les mécanismes 
moléculaires gouvernant la croissance de la racine. L’apex racinaire d’A. thaliana est constitué de 
cinq zones de croissance et d’activités distinctes. La coiffe située dans la partie la plus apicale de la 
racine est constituée des cellules de la columelle et des cellules bordantes. La zone méristématique 
abrite le centre quiescent,  la zone de division active de cellules et la zone de transition (ZT) du 
méristème où les cellules stoppent leur division et croissent lentement en longueur. Au-dessus, se 
situent la zone d’élongation (ZE), où les cellules subissent une rapide élongation ; puis la zone de 
différenciation (ZD) , où les cellules cessent leur élongation et se différencient. C’est à ce niveau que 
les poils absorbants apparaissent en premier. La racine d’A. thaliana est constituée de couches de 
tissus concentriques composés (de l’extérieur vers l’intérieur) de l’épiderme, du cortex et de 
l’endoderme, puis le péricycle qui entoure les tissus vasculaires de la stèle. Les hormones des plantes 
contrôlent les activités de croissance incluant la division cellulaire, l’élongation et la différenciation. 
Illustration adaptée de (Ubeda-Tomás, et al., 2012). 
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A l’extrémité apicale, la coiffe est constituée de tissu parenchymateux, en forme de capuchon, 
recouvrant le méristème apical de la racine. La zone centrale, appelée la columelle, est impliquée 
dans la perception du gravitropisme et l’orientation de la croissance. La zone périphérique, 
constituée des cellules bordantes, lubrifie le sol en libérant des mucilages qui servent de protection 
mécanique de l’apex racinaire lors de l’enfoncement de la racine dans le sol. 
Située au-dessus de la coiffe, la zone méristématique, aussi appelée méristème apical racinaire 
(MAR), est composée de trois domaines : le centre quiescent, situé dans la partie apicale, est un 
groupe de cellules peu actives et indifférenciées, entourées de cellules souches initiales qui 
donneront naissance aux différents types cellulaires de la racine (Bennett and Scheres, 2010, van den 
Berg, et al., 1997) (Figure2). Le domaine de division cellulaire où les cellules se divisent plusieurs fois 
rapidement pour constituer un pool de cellules qui se développeront et se différencieront pour 
constituer les tissus de la racine. Le domaine de transition où les cellules indifférenciées ralentissent 
leur division, permettant d’opérer des réarrangements cellulaires nécessaires pour amorcer leur 
phase d’élongation cellulaire.  
La zone d’élongation est le lieu où les cellules s’allongent dans le sens longitudinal, leur vacuole 
s’agrandit et il n’y a plus de division, les cellules ayant atteint la maturité nécessaire pour se 
différencier. Cette zone participe en grande partie à l’allongement de la racine.  
La zone de différenciation est la région où les cellules vont se différencier, c'est à dire modifier leur 
structure pour se spécialiser. En fonction de leur lignée mais surtout de leur position, les cellules vont 
se différencier pour former des tissus spécifiques (Kidner, et al., 2000, van den Berg, et al., 1995). 
C’est aussi dans cette zone que certaines cellules du rhizoderme se spécialisent pour former les poils 
absorbants. Ces derniers augmentent considérablement la surface d’échange avec le sol pour devenir 
le principal lieu d’absorption de l’eau et de sels minéraux. Cette zone particulière a une durée de vie 
courte et laisse ensuite place à une couche de cellule protectrice subérisées.  
Enfin, la zone d’organogénèse est la dernière zone de la racine à partir de laquelle les racines 
secondaires se développent. 
2. Développement et adaptation. 
Le développement du système racinaire est le résultat de la croissance de la racine primaire et de la 
formation de racines latérales. L’ensemble est contrôlé par des signaux internes et externes, qui 
régulent notamment le fonctionnement des méristèmes primaires et secondaires, principaux acteurs 
du développement racinaire. L’ensemble des racines ainsi formées participera à l’architecture 
racinaire de la plante.  
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Figure 3: Les changements morphologiques au cours du développement des racines latérales.  
(a) Les racines latérales ont une origine profonde dans les cellules du péricycle de la  racine primaire. 
(b) Les huit stades de développement du primordium racinaire (I à VIII). 
(c) Etablissement du maximum de signalisation d’auxine observé par la construction DR5:GUS (bleu) 
au cours des stades de développement du primordium racinaire. 
(d) Etapes du développement du primordium racinaire coloré au bleu d’aniline. 
La barre d’échelle représente 20 mm.  
Ilustration adaptée (Péret, et al., 2009). 
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a. Croissance et élongation de la racine : Méristème primaire 
Le méristème primaire, situé dans la partie apicale, assure la croissance et l’élongation des racines 
primaires et latérales. Malgré leurs origines distinctes (embryonnaire pour la racine primaire et post 
embryonnaire pour celui des racines latérales) les structures et les fonctionnements des meristèmes 
primaires sont très similaires (Bennett and Scheres, 2010). Ainsi la croissance de la racine résulte 
d’un équilibre entre la division, l’élongation et la différenciation des cellules de l’apex racinaire. Deux 
zones de la racine sont majoritairement impliquées dans la croissance racinaire : le méristème apical 
racinaire (MAR) où les cellules se divisent à partir du centre quiescent, et la zone d’élongation où 
toutes les cellules formées vont s’allonger (Jones and Ljung, 2012, Petricka, et al., 2012). Par 
conséquent le nombre de cellules du MAR ainsi que le maintien de sa taille sont des critères 
fondamentaux dans la croissance racinaire(Beemster and Baskin, 1998). 
b. Initiation et formation des racines latérales. 
Le développement de racines latérales est un processus complexe qui fait intervenir de nombreuses 
étapes jusqu’à l’émergence de la racine. Ce processus est initié dans le MAR et plus particulièrement 
dans la zone de transition où les cellules du péricycle, adjacentes au xylème, sont 
« spécifiées »  grâce à un mécanisme d’oscillation, régulier dans le temps, de réponse à l’auxine. Ce 
mécanisme crée un patron de répartition à intervalle régulier des cellules « primées » le long de la 
racine (De Smet, et al., 2007, Moreno-Risueno, et al., 2010). Plus haut dans la racine, certaines de ces 
cellules vont acquérir leur statut de cellules fondatrices à partir desquelles seront initiées les racines 
latérales. L’étape d’initiation de la racine latérale est marquée par la première division des cellules 
fondatrices (De Rybel, et al., 2010, De Smet, 2012, Lavenus, et al., 2013). Le développement de la 
racine (Figure 3) se poursuit par la formation du primordium racinaire. Plusieurs cycles de divisions 
anticlinales et asymétriques permettent de créer une couche de petites cellules (stade I du 
primordium racinaire). Les cellules poursuivent ensuite plusieurs cycles de divisions périclinales pour 
former un primordium racinaire (stades II à VII). L’organisation du primordium aboutit à une 
structure méristématique identique à celle du méristème primaire à partir du stade VI (épiderme, 
cortex, endoderme, péricycle et stèle) qui émergera en se développant (stade VIII) (Lavenus, et al., 
2013, Malamy and Benfey, 1997, Péret, et al., 2009) Figure 3.  
c. Régulation endogène du développement racinaire. 
De nombreuses études ont montré le rôle clé joué par l’auxine dans la régulation du développement 
racinaire mais d’autres phytohormones telles que les cytokinines (CKs), l’éthylène (ET), les 
brassinostéroides (BRs), l’acide gibbérellique (AG) et les strigolactones (SLs) sont également 
impliquées par leurs effets antagonistes ou synergiques avec l’auxine. 
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Figure4 : Les hormones cytokinines et auxine interfèrent pour déterminer la taille du méristème 
racinaire.  
Vue Longitudinale du méristème racinaire d’A.thaliana, où le centre quescient (STN), le méristème 
proximal (PM), la zone d’élongation (ZE) et la zone de transition (ZT) peuvent être identifiés. La TZ est 
différente pour chaque type cellulaire, donnant une forme dentelée de la frontière entre les cellules 
se divisant et celles s’agrandissant. Les pointes noires indiquent le tissu du cortex. Les flèches bleues 
représentent les directions de flux d’auxine générés par les transporteurs d’auxine PIN. La couleur 
violette représente l’expression du gène IPT5 (ATP/ADP-isopentenyltransferase 5) impliqué dans la 
biosynthèse des cytokinines. Dans le tissu vasculaire de la ZT, l’activation du gène SHY2 (SHORT 
HYPOCOTYL 2), grâce à la voie de signalisation faisant intervenir le complexe AHK3/ARR1, inhibe 
l’expression des transporteurs PIN1, PIN3 et PIN7 et déclenche la différenciation cellulaire.  
Au contraire, l’auxine sert de médiateur pour la dégradation des protéines SHY2 à travers le complexe 
SCFTIR1 , soutenant ainsi l’activité des transporteurs PINs et la division cellulaire. Le contrôle négatif de 
SHY2 sur le transport de l’auxine d’un côté, et la biosynthèse de cytokinines (à travers l’induction de 
IPT5) d’un autre côté, confèrent une robustesse à la boucle de régulation « cytokinine-auxine ». Dans 
le centre quescient (STN : cellules surlignées en jaune), l’auxine réprime la signalisation des CKs 
activée par les gènes ARRs de type A (flèche bleue en trait d’union), incitant la division cellulaire.  
Illustration adaptée de (Moubayidin, et al., 2009) 
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Rôle de l’auxine.  
La capacité de l’auxine à réguler la croissance racinaire est connue de longue date (Thimann, 1936). 
Des études récentes ont montré qu’elle contrôle la division cellulaire dans le MAR, régule sa taille et 
participe à l’élongation racinaire. En effet la biosynthèse (Petersson, et al., 2009) et le transport de 
l’auxine (Blilou, et al., 2005, Grieneisen, et al., 2007) vont participer à la mise en place d’un gradient 
de concentration d’auxine dans le MAR. Ce gradient joue un rôle essentiel dans le maintien de 
l’activité mitotique de la zone méristématique. Il s’étend de son maximum situé dans le centre 
quiescent jusqu’à son minimum dans la zone d’élongation. Ce gradient d’auxine est généré par une 
boucle de transport de l’auxine grâce à l’action concertée des transporteurs protéiques d’influx 
AUX/LAX (AUXINE RESISTANT/LIKE AUX), d’efflux PINs (PIN-FORMED) et des transporteurs MDR/PGP 
(MULTI DRUG RESISTANT/ P_GLYCOPROTEINE) de la famille des protéines ABC (ATP BINDING 
CASSETTEE) (Benková and Hejátko, 2009).(Figure 4). L’auxine régule l’activité de nombreux gènes 
impliqués dans le développement des racines par le biais de facteurs de transcription de la famille 
des ARF (AUXINE RESPONE FACTOR).  
L’auxine joue aussi un rôle central dans le contrôle de la formation des racines latérales car elle 
intervient à chaque étape clef de leur développement. Tout d’abord, le priming des cellules du 
péricycle dans le MAR qui sélectionne les sites de développement des racines secondaires est le 
résultat de l’interaction complexe entre le transport de l’auxine (boucle de reflux), la signalisation de 
l’auxine (module de réponse à l’auxine) et d’un mécanisme interne régulier d’oscillation périodique 
de l’expression de gènes (De Smet, et al., 2007, Moreno-Risueno, et al., 2010) dans les cellules du 
péricycle de la zone de transition (Lavenus, et al., 2013). La spécification des cellules fondatrices du 
péricycle, qui suit le phénomène de « priming », est caractérisée par une augmentation de la réponse 
à l’auxine qui sert de déclencheur morphogénétique permettant l’acquisition d’une spécificité de 
développement vis-à-vis des cellules adjacentes (Benková and Hejátko, 2009, De Smet, 2012, 
Dubrovsky, et al., 2008). L’initiation de la racine est ensuite caractérisée par la division asymétrique 
des deux cellules fondatrices qui s’opère après une accumulation d’auxine qui déclenche la 
régulation des éléments moléculaires impliqués dans le cycle cellulaire pour former le primordium 
racinaire (De Smet, et al., 2010). Le développement du primordium, ainsi que son organogénèse, 
sont régulés grâce à un gradient d’auxine dont le maximum se situe à la pointe du primordium. Ce 
gradient est établi par les transporteurs codés par les gènes PIN qui sont relocalisés à la membrane 
périclinale des cellules (Benková, et al., 2003).  
Enfin l’émergence du primordium racinaire à travers les couches cellulaires de la racine primaire 
(endoderme, cortex et épiderme) est un processus qui est finement régulé par l’auxine. En effet, des 
évènements moléculaires dépendants de l’efflux d’auxine (Swarup, et al., 2008) influencent les 
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propriétés biomécaniques des tissus par une modification du remodelage de la paroi cellulaire 
(Laskowski, et al., 2006) et de la turgescence des cellules (Péret, et al., 2012).  
Interconnexion avec les cytokinines : 
Les cytokinines (CKs) jouent un rôle important dans la croissance racinaire, comme le montre l’ajout 
exogène de ces hormones qui inhibe la taille du MAR et l’initiation de racines latérales. Inversement, 
des plantes négativement affectées dans la synthèse, la perception des CKs ou la traduction du signal 
CKs, ont une taille de MAR et un nombre de racines latérales augmenté (Benková and Hejátko, 2009); 
(Bishop, et al., 2011). En effet, la taille du MAR est le produit des activités de multiplication et 
d’élongation des cellules, qui résultent de l’équilibre des concentrations entre auxine et cytokinines. 
Ces deux hormones ont un rôle antagoniste puisque les cytokinines agissent d’un coté sur les tissus 
vasculaires pour contrôler le taux de différenciation des cellules alors que de l’autre, l’auxine 
contrôle la division cellulaire dans le domaine de transition du MAR.  
Au niveau moléculaire, cet antagonisme fait intervenir le gène SHY2 (SHORTHYPOCOTYLE 2 /IAA3) 
codant pour une protéine de la famille des AUX/IAA. Cette protéine joue un rôle dans l’effet 
antagoniste entre l’auxine et les CKs. (Figure 4) 
Les CKs agissent directement sur les cellules du péricycle pour inhiber l’induction de racines latérales. 
Par ailleurs, elles bloquent le transport d’auxine, empêchant son accumulation dans la cellule 
fondatrice (Laplaze, et al., 2007) et provoquant le blocage du cycle cellulaire (Li, et al., 2006). Ce 
processus est ainsi impliqué dans le contrôle de l’espacement des racines latérales, en réprimant la 
formation des primordia racinaires à proximité du primordium qui se développe (Bielach, et al., 
2012).  
Intervention d’autres hormones : 
D’autres hormones jouent aussi un rôle dans le développement racinaire, c’est le cas de l’acide 
gibbérellique (AG), qui contrôle la dégradation par ubiquitination des protéines DELLA qui agissent 
sur la progression du cycle cellulaire pour limiter la taille du MAR (Ubeda-Tomás, et al., 2009, Ubeda-
Tomás, et al., 2008). Les brassinosteroïdes (BRs) ont des effets « dose-dépendants »  sur la croissance 
racinaire, qui est stimulée à faible concentration et inhibée à forte concentration. L’implication de 
ces hormones dans le développement racinaire est également illustrée par l’étude d’un mutant du 
gène BRI1, qui code le récepteur de ces hormones. Le mutant présente, en effet, des racines plus 
courtes. Les BRs agissent aussi sur la taille du MAR via un signal exprimé dans l’épiderme qui régule 
le cycle cellulaire, l’activité mitotique et l’expansion de cellules du MAR (Vanstraelen and Benková, 
2012).  
L’ethylène est une hormone volatile qui agit sur le développement racinaire en coordination avec 
l’auxine. Le traitement avec de l’éthylène ou son précurseur l’acide 1-aminocyclopropane 
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carboxylique (ACC), réduit la croissance racinaire et la formation de racines latérales. L’activité de 
l’éthylène sur le développement racinaire est associée à ses interconnexions avec la voie de 
signalisation de l’auxine dont il régule la biosynthèse, le transport et la distribution (Ruzicka, et al., 
2007). L’éthylène diminue la croissance racinaire, en stimulant la biosynthèse d’auxine, mais aussi 
son transport à travers la zone d’élongation, ce qui inhibe l’élongation des cellules. L’éthylène agit 
aussi sur l’expression de certains transporteurs d’auxine (PIN3 et PIN7), augmentant son transport et 
empêchant son accumulation locale dans les cellules fondatrice des racines latérales (Ivanchenko, et 
al., 2008, Lewis, et al., 2011, Negi, et al., 2008), inhibant ainsi leur formation. 
Enfin, des études récentes ont permis de mettre en lumière l’implication des strigolactones (SLs) 
dans le processus de développement du système racinaire. Elles régulent la croissance de la racine 
primaire, l’initiation des racines secondaires et le développement du primordium racinaire (Kapulnik, 
et al., 2011, Ruyter-Spira, et al., 2011). En effet, l’application de l’analogue synthétique des 
strigolactones, le GR24 sur la racine augmente la croissance de la racine primaire et réduit la densité 
de racines latérales. Les mutants de biosynthèse ou de signalisation des SLs ont ainsi une racine 
primaire plus courte et une densité de racines latérales plus importante.  
Toute une série d’hormones agissent donc en concert, ou de manière opposée, pour réguler 
finement le développement racinaire déterminé initialement par le programme génétique de la 
plante. Cependant, l’architecture racinaire dépend également de la présence externe de facteurs 
abiotiques ou biotiques auxquels la plante doit s’adapter. La partie suivante est donc consacrée à la 
description de l’environnement biotique des racines et aux répercussions qu’il entraine sur celles-ci. 
B. La rhizosphère et le microbiome. 
1. Définition et compositions 
La rhizosphère, définie comme l’espace du sol qui est directement influencé par les racines (Hiltner 
1904) est un lieu d’échange de matières, d’énergie et d’information qui s’opèrent entre les racines, le 
sol et les organismes vivants. La libération de composés organiques par les racines, dénommée 
« rhizodépositions » (Shamoot, et al., 1968), est un facteur majeur déterminant la spécificité de la 
rhizosphère et l’influence des racines sur l’environnement proche. La quantité de carbone libéré dans 
le sol par les racines représente une part non négligeable de l’activité photosynthétique des plantes 
(Jones, et al., 2009).   
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Figure 5 (a) Les différentes niches à l’interface racine-sol.  
De l’extérieur vers l’intérieur, les habitats sont le sol, la rhizosphère et l’endosphère. Les 
rhizodépositions générées à partir des cellules bordantes de la coiffe racinaire et du rhizoderme 
provoquent un changement dans le microbiome du sol. La disjonction cellulaire de la surface de la 
racine durant l’émergence de la racine latérale fournit des points d’entrée pour les microorganismes 
de la rhizosphère vers l’intérieur de la racine. 
 
Figure 5 (b) Un modèle de sélection en deux étapes pour la différenciation du microbiome.  
Les facteurs édaphiques déterminent la structure des communautés bactériennes dans le 
microbiome du sol. Dans la première étape de différenciation, les rhizodépositions et les 
caractéristiques cellulaires de l’hôte promeuvent la croissance des bactéries organotrophiques, 
initiant ainsi un changement de la communauté du microbiome du sol. Dans la seconde étape, la 
sélection est dépendante du génotype pour affiner les communautés microbiennes qui prolifèrent à 
la surface et dans les racines. 
Illustration adaptée de (Bulgarelli, et al., 2013) 
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Les composés racinaires libérés sont issus de phénomènes de sécrétion (mucilage racinaire, 
métabolites secondaires, enzymes, polypeptides et protéines), de cellules vivantes de la coiffe 
exfoliées, d’exsudats (composés diffusant passivement du cytosol vers la solution du sol tels que 
sucres, acides carboxyliques et acides aminés) et des produits issus de la lyse cellulaire et/ou de la 
sénescence de l’épiderme (Bais, et al., 2006, Christophe, 2003, Jones, et al., 2009, Nguyen, 2003). Ces 
rhizodépots jouent un rôle dans la nutrition des plantes en modifiant la géochimie des éléments 
minéraux du sol pour qu’ils soient plus facilement assimilables et en favorisant le transfert de l’eau 
vers les racines. Par ailleurs, ils stabilisent les agrégats et structurent le sol (Nguyen, 2003).  
La grande quantité de composés carbonés secrétée par les racines des plantes forme, maintient et 
organise un réseau de microorganismes dans la rhizosphère. Il existe un continuum de populations 
microbiennes qui colonisent des niches variées qui vont de l’intérieur de la racine jusqu’au sol brut. 
On peut considérer que dans ce continuum, la rhizosphère forme une zone de transition entre le sol 
brut et la surface des racines (Buée, et al., 2009). Les plantes sont capables d’exsuder des composés 
utilisés par les microorganismes comme source d’énergie. Elles peuvent aussi sécréter des 
métabolites antimicrobiens spécifiques des racines (métabolites secondaires, acides butanoïque, 
acide cinnamique, acide o/p-coumarique, acide vanilique, p-hydroxybenzamide, substances volatiles, 
etc ...) contribuant au contrôle de la communauté microbienne de la rhizosphère (Hartmann, et al., 
2009). Les études de la composition bactérienne de la rhizosphère et de l’endosphère de plusieurs 
espèces végétales, cultivées dans différents sols, indiquent que ces deux habitats écologiques 
contiennent des bactéries du sol avec des structures phylogénétiques distinctes (Bulgarelli, et al., 
2012, Lundberg, et al., 2012). Ces résultats ont permis de mettre en lumière que la sélection des 
communautés bactériennes serait sous le contrôle de facteurs édaphiques du sol et de l’hôte végétal. 
Un modèle de sélection des microorganismes du sol a été proposé. L’étape initiale consisterait à 
modifier la communauté microbiologique du sol pour former celle de la rhizosphère. Cette sélection 
s’effectuerait grâce aux sources d’énergies produites par la plante et à la capacité des 
microorganismes à les utiliser pour se développer. La deuxième étape de sélection est appliquée à  la 
communauté endophyte et serait contrôlée génétiquement par les plantes (figure 5), (Bulgarelli, et 
al., 2012, Bulgarelli, et al., 2013). Il est à noter que la communauté écologique au contact de la plante 
peut présenter une densité cellulaire bien supérieure au nombre de cellules de la plante. De plus le 
nombre de gènes microbiens dans la rhizosphère dépasse largement celui de la plante, c’est 
pourquoi on peut considérer que cette communauté microbiologique forme un microbiome ou un 
second génome des plantes tant elle participe à son développement (Berendsen, et al., 2012, 
Mendes, et al., 2013, Turner, et al., 2013) . (Figure6) 
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Figure 6 : Vue d’ensemble des (micro)organismes présents dans la zoo rhizosphère.  
La taille du cercle, à l’exception des virus, est une mesure du nombre moyen des gènes dans les 
génomes des espèces représentatives de chaque groupe d’organismes; la taille (ou le rang de taille) 
de leur génomes respectifs est indiquée entre parenthèses. Pour chacun de ces (micro)organismes, le 
nombre approximatif de leur abondance est indiqué entre crochets. Les microorganismes 
endophytes, incluant les endosymbiotes, ne sont pas inclus. Les espèces sélectionnées pour illustrer 
la composition du microbiome de la rhizosphère et utilisées pour calculer le nombre de gènes et les 
tailles de génome sont : : PLANTES: Glycine max, Populus trichocarpa, Zea mays, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana, 
and Vitis vinifera; PROTOZOAIRES: Dictyostelium discoideum; VIRUSES: Pseudomonas phage 73, Fusarium graminearum 
dsRNA mycovirus-4, Agrobacterium phage 7-7-1, Rhizoctonia solani virus 717; ALGUES: Chlorella variabilis and 
Chlamydomonas reinhardtii; BACTERIES: Pseudomonas fluorescens, Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium leguminosarum, 
Bacillus cereus, Bacillus amyloliquefaciens, Burkholderia cenocepacia, and Streptomyces filamentosus; ARTHROPODES: 
Metaseiulus occidentalis, Acromyrmex echinatior, and Solenopsis invicta; NEMATODES: Caenorhabditis elegans and 
Meloidogyne hapla; CHAMPIGNONS/OOMYCETES: Laccaria bicolor, Nectria haematococca, Piriformospora indica, 
Verticillium dahliae, Metarhizium anisopliae, Fusarium oxysporum, Sporisorium reilianum, Phytophthora sojae, 
Phytophthora parasitica, Aphanomyces euteiches, Phytophthora cinnamomi, and Pythium ultimum; ARCHEES: Candidatus 
Nitrosoarchaeum koreensis. 
 
Illustration adaptée de (Mendes, et al., 2013). 
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2.  Nature des microorganismes rencontrés : du mutualisme au parasitisme 
La rhizosphère est certainement l’habitat le plus dynamique qui existe sur terre car elle abrite et 
nourrit la plus grande diversité d’organismes procaryotes et eucaryotes. Un gramme de sol peut 
contenir plusieurs centaines de milliards de bactéries appartenant à des dizaines de milliers 
d’espèces différentes, des dizaines de milliers de protozoaires ou de nématodes, ainsi que des 
centaines de mètres d’hyphes de champignon, (Hinsinger, et al., 2009, Van Der Heijden, et al., 2008). 
Cette communauté de microorganismes est composée de virus, de protozoaires, d’archées, de 
bactéries, de champignons, d’oomycètes, d’algues, de nématodes et d’arthropodes (Bonkowski, et 
al., 2009, Buée, et al., 2009, Mendes, et al., 2013, Raaijmakers, et al., 2009). Parmi les 
microorganismes qui peuplent la rhizosphère, certains établissent des interactions bénéfiques avec 
leur hôte, d’autres sont neutres et d’autres peuvent être nuisibles. Il existe par conséquent une 
grande diversité d’interactions qu’on peut caractériser selon le mode trophique des microorganismes 
qui les établissent. Le mutualisme et le parasitisme sont les situations extrêmes, avec tous les 
intermédiaires possibles en passant par le commensalisme.  
a. Interactions bénéfiques pour la plante : Le mutualisme 
Le mutualisme est synonyme d’avantages réciproques entre la plante et les microorganismes qui 
interagissent avec elle. Parmi ces derniers, on trouve les « plant growth-promoting rhizobacteria or 
fungi » qui bénéficient des rhizodépots produits par la plante et vivent en général à la surface de la 
racine : ce sont des épiphytes. D’autres, les endophytes,  colonisent les racines et sont capables de se 
développer dans les cellules végétales. Ces deux catégories de microorganismes peuvent stimuler la 
croissance des plantes et les protéger des attaques de parasites en agissant soit directement sur leur 
hôte (biofertilisation, production d’hormones, contrôle de stress abiotique et stimulation de 
l’immunité) soit indirectement, par antagonisme vis-à-vis du développement de microorganismes 
parasites (sols suppressifs, production de composés antimicrobiens, compétition pour les ressources 
nutritives) (Lugtenberg and Kamilova, 2009); (Berendsen, et al., 2012, Mendes, et al., 2013, Reinhold-
Hurek and Hurek, 2011, Turner, et al., 2013). 
Les champignons mutualistes 
De nombreux champignons sont considérés comme stimulant la croissance des plantes. Les plus 
abondants et les mieux étudiés sont les champignons mycorhiziens, mais d’autres tel que 
Piriformospora indica (Schafer, et al., 2007) ou Trichoderma (Druzhinina, et al., 2011, Lorito, et al., 
2010) sont aussi bien connus. Il existe plusieurs formes d’associations mycorhiziennes dont les plus 
répandues sont connues sous le nom de mycorhizes arbusculaires, d’ectomycorhizes, de mycorhizes 
éricoïdes et de mycorhizes d’orchidées.  
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Figure 7 : Les symbioses de mycorhizes arbusculaires (MA) chez les plantes. 
(1). La racine de la plante et le champignon MA échangent des signaux symbiotiques qui activent les 
programmes symbiotiques des partenaires (2). Le champignon MA développe un hyphopode sur la 
surface de l’épiderme de la racine (3). La plante permet une colonisation inter- et intracellulaire de la 
racine. (4). Dans les cellules corticales, le champignon forme des arbuscules hautement branchés, 
entourés par la membrane plasmique de la plante, qui sont des interfaces spécifiques optimisées 
pour les échanges de nutriments (5). Finalement, la plante hôte contrôle la colonisation spatiale de la 
racine. Abbreviation : Myc-LCOs, lipochitooligosaccarhides mycorhiziennes. 
Illustration adaptée de (Delaux, et al., 2013) 
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Les champignons mycorhiziens ont colonisé une grande variété d’environnements (des zones 
boréales aux régions tropicales, des montagnes aux prairies et cultures agricoles) et la majorité des 
plantes, à l’exception notable des espèces des familles des Crucifères et Chenopodiacées (dont A. 
thaliana), sont capables d’établir ce type de symbiose.  
La symbiose mycorhizienne à arbuscules : 
Les champignons mycorhiziens à arbuscules, dont l’origine remonte à plus de 400 millions d’années, 
sont les champignons symbiotiques des plantes les plus répandus car ils sont associés à 80% des 
plantes terrestres (Redecker, et al., 2000). Ils appartiennent aux Glomeromycètes qui divergent d’un 
ancêtre commun avec les Ascomycètes et les Basidiomycètes (Schwarzott, et al., 2001). Ils forment 
une endosymbiose mutualiste obligatoire avec les plantes. Contrairement aux plantes qui peuvent se 
développer sans eux, ces champignons sont des biotrophes obligatoires et sont donc dépendants de 
leur hôte pour se développer et se reproduire. Cette interaction repose donc sur des échanges de 
nutriments où la plante fournit au champignon une source d’énergie essentiellement sous forme 
d’hexoses issus du clivage de sucrose produit par la photosynthèse. En contrepartie le champignon 
fournit des nutriments puisés dans le sol par le mycélium tels que le phosphore et l’eau. Le 
champignon favorise l’assimilation de ces éléments en formant une expansion du système racinaire 
des plantes (Parniske, 2008). Les étapes de l’interaction sont représentées dans la Figure 7. La plante 
contrôle l’ensemble de ces processus et régule les échanges en fonction de ses propres besoins. Un 
apport suffisant de phosphate assimilable inhibe, par exemple, la symbiose (Breuillin, et al., 2010).  
La symbiose ectomycorhizienne : 
Les champignons ectomycorhiziens forme une symbiose mutualiste non obligatoire avec les plantes 
ligneuses, les arbres et arbustes qui peuplent les forêts du monde entier représentant environ 5% 
des plantes terrestres dont l’origine évolutive est datée d’environ 250 millions d’années. Ces 
champignons appartiennent aux groupes des Basidiomycètes et Ascomycètes et jouent un rôle 
important dans l’écologie forestière. Le mycélium des ectomycorhizes se développe à l’extérieur des 
cellules de la racine. Les hyphes forment un manchon autour des radicelles et pénètrent aussi dans la 
racine mais restent confinés dans l’espace intercellulaire (réseau de Hartig). Cette symbiose est aussi 
basée sur les apports nutritifs réciproques, le champignon bénéficiant de sources carbonées issues 
de la photosynthèse de la plante en échange de phosphate inorganique, et d’azote principalement 
sous forme d’ammonium et de glutamine. Le « réseau de Hartig » constitue la zone d’échange de 
nutriments avec les cellules des plantes. A partir de cet ancrage dans la racine, les hyphes se 
développent dans le sol pour former le thalle. Dans les conditions requises, les hyphes peuvent 
former un primordium qui se développe en fructification complète qui porte les gamètes nécessaires 
à l’accomplissement du cycle reproductif.  
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Il existe plusieurs milliers d’espèces de ces champignons appartenant aux genres très variés tel que 
les amanites, les lactaires, les truffes etc.. (Bonfante and Genre, 2010, Fortin, et al., 2008). 
Les bactéries mutualistes 
Bien que de nombreuses souches de bactéries du sol, stimulant la croissance des plantes, aient été 
isolées ces dix dernières années, leur mode d’action reste peu connu.  Les bactéries « Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria » (PGPR) les plus étudiées sont des bactéries Gram négatives appartenant 
aux genres Azospirillum, Gluconacetobacter et Pseudomonas, ainsi que des bactéries Gram positives 
telles que Bacillus et Paenibacillus (Bulgarelli, et al., 2013). 
Les bactéries fixatrices d’azotes : 
L’élément chimique « azote » est, avec l’hydrogène, l’oxygène et le carbone, un des composants 
principaux de la matière vivante et il entre par exemple dans la composition de l’ADN, de l’ARN et 
des protéines. Le diazote (N2), ou azote moléculaire, est le principal constituant de l’air (78%). Il est 
formé de deux atomes d’azote liés par une triple liaison qui est une des liaisons chimiques les plus 
fortes. Cet azote atmosphérique représente la principale réserve de cet élément chimique sur terre. 
Cependant cette ressource n’est pas assimilable par les plantes, ce qui fait de la disponibilité de 
l’azote un des facteurs les plus limitants pour leur développement. En revanche, le diazote est 
assimilable indirectement par les bacteries grâce à la fixation biologique de cet élément. Ce 
processus permet de réduire le diazote(N2) en ammonium par le complexe enzymatique nitrogénase 
qui est capable de casser la triple liaison pour former de l’ammoniaque et du dihydrogène ((N2 + 8H+ 
+ 16 ATP → 2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi). Cette réaction nécessite de l’énergie sous forme d’ATP. Les 
organismes capables de réduire le diazote en ammonium sont exclusivement des procaryotes 
regroupés sous l’appellation de «diazotrophes». Parmi ces diazotrophes, certains forment une 
interaction très sophistiquée intracellulaire (endosymbiose) avec un hôte végétal pour opérer le 
processus de fixation biologique de l’azote. Seuls deux groupes de bactéries qui ne sont pas 
phylogénétiquement liés sont capables de former ce type d’endosymbiose. Les bactéries 
actinomycètes à Gram positif du genre Frankia sont capables, elles, d’établir une symbiose avec plus 
de 200 espèces d’angiospermes répartis dans 8 familles (Betulaceae, Casuarinaceae, Coriariaceae, 
Datiscaceae, Elaeagnaceae, Myricaceae, Rhamnaceae, et Rosaceae) (Franche, et al., 2009). Certaines 
bactéries à Gram négatif de la classe des α- et β-protéobactéries, appelées collectivement des 
Rhizobium, sont capables d’établir des associations symbiotiques avec les plantes de la famille des 
légumineuses (Leguminosae ou Fabaceae) constituée de plus de 700 genres (Doyle and Luckow, 
2003), ainsi qu’avec une espèce non légumineuse (Parasponia andersonii).  
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Figure 8 : Formation d’une nodosité indéterminée et déterminée. 
Représentation des stades de développement nodulaire chez le pois (à gauche) et le soja (à droite) 
formant respectivement des nodosités indéterminées et déterminées. Les poils absorbants exsudent 
des flavonoïdes qui attirent les Rhizobium et stimulent leur production de facteurs Nod (NFs) 
induisant la courbure des poils absorbants qui prend au piège les Rhizobium dans une poche. Les 
premières divisions cellulaires sont observées dans les cellules du cortex interne (nodule 
indéterminé) ou dans les cellules sub-épidermales (nodule déterminé) puis d’autres couches 
cellulaires se diviseront pour former le primordium nodulaire. Un cordon infectieux s’initie à partir de 
cette poche et progresse dans le primordium nodulaire pour libérer les Rhizobium qui vont se 
différencier en bactéroïdes capables de fixer l’azote. Contrairement aux nodosités déterminées, les 
nodosités indéterminées forment un méristème apical qui donne continuellement lieu à de nouvelles 
cellules. En fonction du stade de développement des cellules végétales et des bactéries, on peut 
distinguer différentes zones au sein de ces nodosités. Les différents stades de développement, type 
cellulaire et zone de nodosité sont indiqués. Illustration adaptée de (Ferguson, et al., 2010) 
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Dans ces deux types d’endosymbiose, la bactérie bénéficie d’une source d’énergie issue de la 
photosynthèse de la plante, et fournit en échange de l’azote assimilable sous forme d’ammonium à 
la plante hôte. Ces deux types de symbiose aboutissent à la formation d’un nouvel organe chez les 
plantes : la nodosité. C’est au sein de cette nodosité que les bactéroïdes, issus des Rhizobium, et les 
vésicules, issues des hyphes de Frankia, fixent l’azote atmosphérique.   
La symbiose Rhizobia-légumineuse : 
La symbiose Rhizobium-légumineuse fixatrice d’azote est apparue il y a environ 60 millions d’années. 
On dénombre 12 genres de bactéries qui appartienne à la classe des alaphabroteobateria et 
betaproteobacteria, dont la capacité à noduler a été démontrée (Sawada et al., 2003). Il s’agit des 
genres Ralstonia, Burkholderia, Devosia, Azorhizobium, Methylobactérium, Bradyrhizobium, 
Blastobacter, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Ensifer, Rhizobium et Allorhizobium. Ils forment une 
endosymbiose mutualiste biotrophe non obligatoire. L’association entre l’hôte et le symbiote est 
spécifique. L’interaction peut être décomposée en deux processus distincts mais coordonnés : 
l’infection et l’organogénèse nodulaire (Oldroyd and Downie, 2008). Les différentes étapes de la mise 
en place de cette symbiose sont présentées dans la Figure 8 et sa légende. 
b. Interactions néfastes pour la plante : le parasitisme 
Les microorganismes parasites racinaires de plantes peuvent être des bactéries, des champignons, 
des oomycètes ou encore des nématodes. Les virus responsables de maladies généralisées à 
l’ensemble de la plante ne seront pas traités ici. Les parasites se développent en prélevant les 
composés nécessaires à leur croissance et à leur reproduction chez les plantes. Plusieurs stratégies 
existent pour acquérir ces aliments. Elles reposent dans le cas des organismes fongiques, sur trois  
modes trophiques majeurs. Les organismes biotrophes pénètrent et établissent un contact direct 
avec les cellules végétales via des organes spécialisés appelés haustoria, grâce auxquels ils prélèvent 
leur nourriture en gardant leur hôte vivant. Au contraire, les nécrotrophes secrètent des enzymes et 
des toxines qui tuent et dégradent les cellules végétales, relarguant ainsi des nutriments qui 
serviront au développement du parasite. Certains peuvent présenter des modes trophiques évolutifs 
passant d’une phase biotrophe à nécrotrophe, ce sont alors des hemibiotrophes (Lai and Mengiste, 
2013, Mengiste, 2012). De plus des analyses de génomique comparative des parasites ont permis de 
mettre en lumière les mécanismes et stratégies de virulence communes et spécifiques aux différents 
modes trophiques (Amselem, et al., 2011, Jiang and Tyler, 2012, O'Connell, et al., 2012, Spanu, 2012). 
Les effets du développement de ces parasites vont de la réduction de la croissance et de la 
productivité des plantes à la mort de celles-ci.  
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Figure 9 : Cycle infectieux de la fusariose sur la tomate causée par Fusarium oxysporum f. 
lycopersici 
Fusarium oxysporum est un parasite du sol qui survit dans le sol sur des débris végétaux sous forme 
de chlamydospores, particulièrement pendant la saison froide. Lorsqu’une plante saine pousse sur un 
sol infecté, le tube germinatif des spores ou le mycélium pénètre directement dans la racine par des 
blessures, ou par les points d’émergence des racines latérales. Le mycélium colonise le cortex 
racinaire entre les cellules jusqu’aux vaisseaux du xylème où il pénètre. Le mycélium se développe 
exclusivement dans les vaisseaux et colonise la plante en remontant dans la tige. Dans les cellules des 
vaisseaux, le mycélium produit des microconidies qui se détachent et remontent en suivant le 
courant jusqu’aux vaisseaux supérieurs et ainsi de suite. L’accumulation de mycélium, spores, gel 
dans les vaisseaux est responsable de l’arrêt de la circulation de l’eau dans la plante. Une fois la 
plante en état de dessèchement, le champignon envahit tous les tissus et atteint la surface des 
feuilles pour sporuler. Les spores sont alors disséminées par le vent, l’eau ou tomberont dans le sol.  
Illustration adaptée de (Agrios, 1997). 
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Figure 10 : Le cycle infectieux de Ralstonia solanacearum.  
Ralstonia solanacearum est capable de survivre dans le sol pendant de longues périodes. Une fois en 
contact avec une plante hôte, la bactérie est capable d’entrer dans les tissus racinaires et d’envahir le 
système vasculaire. Les symptômes de dépérissement sont associés avec la forte multiplication des 
bactéries dans les vaisseaux du xylème et la production abondante d’exopolysaccharides. La maladie 
peut conduire à la mort de la plante en fonction de plusieurs paramètres comme l’hôte, les facteurs 
environnementaux et l’agressivité de la souche. (a) Observation au microscope à transmission de la 
souche sauvage GMI1000. (b) Observation au microscope confocal de bactéries (rouge) attachées à 
la surface d’une cellule végétale. (c) Observation d’une protéine fluorescente exprimée par la 
bactérie à la surface de la racine de tomate. (d) Suintement bactérien d’une tige de tomate infectée 
dans l’eau. (e) Matrice d’exopolysaccharides bactériens suintée en dehors de vaisseaux de la tige en 
coupe transversale. Illustration adapatée de (Genin, 2010) 
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Pour illustrer l’importance des parasites racinaires, j’ai choisi de présenter le cycle de développement 
de trois agents pathogènes telluriques, dont l’impact économique est particulièrement important, et 
qui représentent chacun des grands groupes de microorganismes pathogènes. Il s’agit de Fusarium 
oxysporum (champignon), Ralstonia solanacearum (bactérie) et Phytophtora sojae (oomycète). 
Le genre Fusarium appartient aux Ascomycètes, il compte plusieurs espèces responsables de la « 
fusariose » et est probablement l’un des parasites racinaires parmi les plus importants. Fusarium 
oxysporum est l’espèce la mieux décrite. Après adhésion à la surface de la racine, le mycelium 
pénètre directement dans la racine par des blessures, ou par les points d’émergence des racines 
latérales, sans former de structure de pénétration. Il poursuit sa croissance jusqu’au cortex puis vers 
le cylindre central où il colonise les vaisseaux de xylème. C’est à ce stade de développement de la 
maladie que les symptômes visibles apparaissent. Elle cause des fontes de semis et un pourrissement 
racinaire, qui entraîne par la suite un flétrissement des parties aériennes, sur plus de 100 espèces de 
plantes cultivées (Dean, et al., 2012). Par ailleurs ce champignon est présent sur tous les continents 
et cause de sévères pertes comme sur la culture des bananiers et des palmiers dattiers(Butler, 2013). 
Il existe d’autres espèces telles que F. culmorum (Scherm, et al., 2013) qui attaque le blé ou F. solani 
(Hadwiger, 2008) qui attaque le pois et participe à un complexe racinaire avec A. euteiches. (Figure 
9). 
Parmi les nombreuses bactéries phytopathogènes Ralstonia solanacearum est l’un des parasites 
bactériens des plantes les plus destructifs dans le monde. L’ensemble des espèces présente un 
spectre d’hôte très large de plus de 200 espèces cultivées appartenant à 50 familles différentes 
(Mansfield, et al., 2012). Cette bactérie colonise rapidement le cortex après avoir pénétré la racine 
par des blessures. Elle atteint le cylindre central et l’intérieur du xylème où elle se multiplie 
abondamment. C’est cette dernière étape de l’invasion qui, en empêchant le transport d’eau vers les 
parties aériennes de la plante, induit un flétrissement des parties aériennes et la mort de la plante 
(Digonnet, et al., 2012, Genin, 2010). Cette bactérie est responsable du pourrissement de la pomme 
de terre, du flétrissement de la tomate, du tabac, de l’aubergine, des bananiers mais aussi de la 
légumineuse modèle M. truncatula (Ben, et al., 2013, Turner, et al., 2009, Vailleau, et al., 2007).( 
Figure 10) 
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Figure 11: Cycle infectieux de Phytophtora sojae.  
(a) Phytophthora sojae est un parasite tellurique des plantes qui survit dans le sol sous forme 
d’oospores sur des débris végétaux. Les oospores peuvent survivre de nombreuses années dans un 
état de dormance et peuvent résister aux gelées et aux longues périodes de froid. Les oospores 
germent pour former un mycélium dans des sols humides et ce mycélium produit des sporanges et 
zoospores dans des conditions de sol saturé en eau. Les zoospores sont attirées par les exsudats 
racinaires de soja, contenant de la daidzéine et de la génistéine spécifique des racines de soja (Morris 
and Ward, 1992). Une fois au contact des racines, les zoospores perdent leur flagelle, produisent une 
paroi (enkystement), germent et infectent les tissus racinaires. P. sojae colonise les tissus de la racine 
et de la tige dans lesquels il produit des oospores. 
(http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/fungi/Oomycetes/Pages/PhytophthoraSojae.aspx
) 
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Phytophthora sojae est un oomycète, responsable de la pourriture de la racine et de la tige ainsi que 
de la fonte des semis, qui cause de sévères pertes sur la culture du soja. Ce parasite peut infecter les 
graines et les plantes à tous les stades de développement lorsque les conditions climatiques 
(humidité) sont favorables au développement de la maladie. Cet hemibiotrophes initie son infection 
par une phase biotrophe pendant laquelle les hyphes se développent entre les cellules et forment 
des haustoria dans les cellules provoquant peu de dommage aux tissus. Ces haustoria sont des 
hyphes intracellulaires spécialisés qui ont pénétré la paroi cellulaire végétale pour s’invaginer dans la 
cellule, entourés par la membrane plasmique. Ces haustorias permettent les échanges entre les deux 
organismes. Cette phase est suivie par une phase nécrotrophe où les cellules végétales sont tuées 
par le microorganisme pour qu’il se développe (Jiang and Tyler, 2012)Figure 11 
II. Perception et réponses des plantes aux 
microorganismes du sol. 
Dans la rhizosphère, les plantes sont en symbiose (au sens étymologique du terme « vivre avec ») 
avec un nombre important de microorganismes néfastes ou bénéfiques à  leur développement. La 
survie de la plante peut dépendre de sa capacité à reconnaitre les microorganismes pour limiter leur 
intrusion dans le cas d’un parasite ou promouvoir et contrôler l’association dans le cas d’un 
mutualiste. L’établissement de ces interactions se déroule en plusieurs étapes : d’abord la perception 
des deux partenaires à distance par des signaux moléculaires ou par contact direct, puis une cascade 
de transduction de signaux est alors enclenchée et conduit à l’activation d’un programme génétique 
de la plante qui lui permet de mettre en place des réponses adaptées vis à vis des microorganismes 
du sol. Ces réponses se manifestent aux niveaux moléculaire, cellulaire et tissulaire.  
A. La symbiose mutualiste : reconnaissance des partenaires et réponses 
d’acceptation de la plante 
Nous avons vu dans le chapitre précèdent que de nombreuses interactions symbiotiques mutualistes 
existent entre les plantes et les microorganismes du sol. A l’heure actuelle, deux symbioses 
mutualistes sont particulièrement étudiées. Il s’agit tout d’abord de la symbiose entre les plantes et 
les champignons mycorhiziens à arbuscules, apparue il y a environ 460 millions d’années, qui 
concerne 80% des plantes terrestres. L’intérêt d’étudier les mécanismes moléculaires et 
physiologiques de cette symbiose est de s’intéresser aux mécanismes ancestraux régissant cette 
interaction, qui semble nécessaire à la survie des plantes puisque la majorité d’entre elles l’ont 
conservée (Kistner and Parniske, 2002). 
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Figure 12: Evolution des endosymbioses racinaires des plantes.  
Les données d’horloge moléculaire suggèrent que la diversification des champignons mycorhiziens à 
arbuscules s’est produite il y a environ 460 millions d’années, correspondant à la colonisation 
terrestre des plantes. Les associations mycorhiziennes à arbuscules sont présentes dans la majorité 
des lignées des plantes (anthocérotes, hépatiques, lycopodes et fougères). Les plus anciens fossiles 
de champignon MA, dont la structure d’un arbuscule est la même qu’actuellement, date de -400 
millions d’années. Les seules  endosymbioses entre les plantes et les bactéries sont la symbiose 
nodulaire et l’endosymbiose formée entre Gunnera spp. (Gunnerales; eudicots) et la souche de 
Nostoc (cyanobacteries). La symbiose nodulaire est réduite au clade des Eurosidées I, comprenant les 
Fabales, Fagales, Cucurbitales et Rosales (Fa Fa Cu Ro). Le plus ancien fossile montrant une structure 
de nodule date du  Crétacé supérieur (65 millions d’années).  
Illustration adaptée de (Kistner and Parniske, 2002). 
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 Il est évident qu’après tant d’années de coévolution, les mécanismes fondamentaux de 
développement de chacun des partenaires se sont mutuellement influencés. L’autre symbiose la plus 
étudiée est apparue plus récemment (60 millions d’années) entre les légumineuses et les bactéries 
appelées Rhizobium. L’intérêt d’étudier cette symbiose repose sur sa capacité à  fixer l’azote 
atmosphérique de manière très efficace. L’azote étant la principale source limitante du 
développement des plantes, la compréhension de ces mécanismes représente l’objectif important 
qui permettrait de répondre aux enjeux de développement d’une agriculture durable dans les années 
à venir. ('How to Feed a Hungry World,' 2010) (Figure 12) 
Ces deux symbioses sont en réalité des endosymbioses c’est-à-dire que le microorganisme (le 
symbiote) va entrer dans les cellules végétales (l’hôte) pour interagir et former la symbiose. Cette 
interaction intracellulaire nécessite une coordination étroite entre les partenaires. La comparaison 
de ces deux types de symbiose a montré que les processus physiologiques, cellulaires et moléculaires 
impliqués dans ces processus symbiotiques partagent de nombreuses similitudes à chaque étape de 
l’interaction. Ces similitudes laissent penser que la symbiose fixatrice d’azote, apparue plus 
récemment, a recruté des processus impliqués dans la symbiose mycorhizienne plus ancienne 
(Parniske, 2008). 
Dans cette partie de l’introduction les grandes étapes des symbioses mutualistes seront présentées 
en soulignant les points de convergence et de similarité entre les symbioses fongiques et 
bactériennes au niveau moléculaire, physiologique et cellulaire. On commencera par l’étape pré-
symbiotique correspondant à la phase où les partenaires se perçoivent à distance jusqu’au contact 
physique. Puis je décrirai l’étape d’infection et de colonisation où le contact physique s’établit et le 
microorganisme pénètre et se développe dans la racine de la plante. Enfin, sera abordée la dernière 
étape d’organogénèse qui permet de mettre en place les structures nécessaires à l’établissement de 
la symbiose entre les deux partenaires. 
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Figure 13 : Dialogues moléculaires dans la rhizosphère de Medicago truncatula.  
 (a) Les racines de M. truncatula sécrètent des flavonoïdes perçus par Sinorhizobium meliloti. Ces 
molécules signal activent les gènes nod bactériens permettant la synthèse des facteurs Nod (NFs) qui 
sont essentiels pour la nodulation. 
(b) Les racines de M. truncatula secrètent des strigolactones qui stimulent l’activité du champignon 
mycorhizien à arbuscules Rhizophagus irregulare. Le champignon, quant à lui, secrète des molécules 
(LCOs, COs) qui activent la voie de signalisation symbiotique précoce, conduisant à la mycorhization.  
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1. Reconnaissance mutuelle des partenaires : mise en place d’un dialogue 
moléculaire 
L’étape pré-symbiotique est une étape clef pour la mise en place d’une association mutualiste 
endophyte. Son succès nécessite une reconnaissance réciproque des deux partenaires. Alors que 
cette étape pré-symbiotique est connue depuis longtemps dans le cas de la symbiose fixatrice 
d’azote (Denarie, et al., 1996), des travaux plus récents ont permis de mettre en lumière l’existence 
de mécanismes similaires dans la symbiose mycorhizienne à arbuscules (Parniske, 2008). Ce 
mécanisme est basé sur un dialogue moléculaire à distance qui s’effectue par le biais de médiateurs 
chimiques produits par chacun des partenaires (Figure 13). Effectivement la libération de signaux 
solubles dans la rhizosphère est une solution simple pour permettre à chaque partenaire d’être 
informé de la présence de l’autre avant le contact physique.  
a. Signaux de la plante perçus par les microorganismes. 
Les racines des plantes produisent et secrètent des composés de manière continue dont certains  
sont impliqués dans les processus complexes de communication avec la communauté microbienne 
de la rhizosphère (Bais, et al., 2006, Faure, et al., 2009). Parmi ces molécules, il existe deux composés 
issus du métabolisme secondaire qui possèdent des rôles similaires respectivement dans les étapes 
précoces de la symbiose  mycorhizienne et de celle fixatrice d’azote : les flavonoïdes et les 
strigolactones. La perception de ces molécules conduit à la reconnaissance à distance de l’hôte par 
les microorganismes.  
Les flavonoïdes sont des molécules issues de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes et à 
l’heure actuelle, plus de 10 000 molécules différentes ont été identifiées. Elles ont des fonctions très 
variées, comme par exemple dans la protection vis-à-vis des UV, comme antioxydants, pigments, 
régulateur du transport d’auxine et comme composés de défense contre les parasites (Hassan and 
Mathesius, 2012). Dans l’interaction Rhizobium-légumineuses, les flavonoïdes attirent les bactéries 
en agissant comme des chemoattractants. Elles induisent l’expression des gènes de Rhizobium 
contrôlant la nodulation, les gènes nod, stimulent le métabolisme et la croissance des bactéries et 
provoquent chez certaines espèces la synthèse du système de sécrétion de type 3 (impliqué dans le 
transfert d’effecteurs dans la cellule végétale) (Cooper, 2004, Hassan and Mathesius, 2012). La 
perception des flavonoïdes par les Rhizobium s’effectue par l’intermédiaire de la protéine NodD, un 
activateur de transcription qui change de conformation au site de liaison sur l’ADN bactérien, 
permettant alors l’activation de la transcription des autres gènes nod (Chen, et al., 2005). La 
reconnaissance spécifique entre les protéines NodD d’une espèce de Rhizobium et les flavonoïdes 
activateurs constitue un premier niveau de spécificité dans la symbiose Rhizobium-légumineuse.  
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Dans le cas de la symbiose mycorhizienne à arbuscules, les flavonoïdes stimulent la germination des 
spores, la croissance des hyphes, le prolongement de la durée de la phase asymbiotique et la 
colonisation des racines. Ces effets sont spécifiques et dépendants de la structure chimique de ces 
composés, et de l’espèce du champignon (Badri, et al., 2009, Hassan and Mathesius, 2012, 
Steinkellner, et al., 2007). On peut supposer que ces effets permettent d’augmenter la probabilité 
pour un champignon d’établir un contact avec son hôte. Mais les flavonoïdes ne sont pas 
indispensables pour la colonisation de l’hôte (Badri, et al., 2009, Nadal and Paszkowski, 2013). 
Les strigolactones (SLs) sont une classe de composés végétaux dérivés des caroténoïdes comprenant 
une vingtaine de composés différents. Elles présentent un squelette canonique composé de quatre 
cycles (A, B, C et D). Les cycles C et D sont très conservés et essentiels pour leur activité biologique. 
Les différences structurales majeures entre chaque membre apparaissent dans la nature, le nombre 
et la position des fonctions portées par les cycles A et B (Matusova, et al., 2005, Xie, et al., 2010). 
Initialement caractérisées comme des stimulants de la germination de graines des plantes parasites 
Striga et Orobanche (Cook, et al., 1966, Cook, et al., 1972), les SLs ont été ensuite identifiées comme 
un signal majeur impliqué dans la symbiose mycorhizienne à arbuscules (Akiyama, et al., 2005, 
Besserer, et al., 2006, Gomez-Roldan, et al., 2008, Ruyter-Spira, et al., 2013, Steinkellner, et al., 
2007). Elles ont été reconnues pour être le « branching factor » identifié de longue date, responsable 
de la ramification intense des hyphes en présence d’exsudats racinaires (Buee, et al., 2000, Bécard 
and Piché, 1989, Nagahashi and Douds Jr, 2000, Tawaraya, et al., 1995). Cette modification 
morphologique des hyphes permet de favoriser le contact avec l’épiderme racinaire lorsque les deux 
partenaires sont proches. L’instabilité des strigolactones fait qu’un gradient de concentration se 
forme autour de la racine de telle sorte qu’elles agissent comme des chemoattractants car leur 
perception par le champignon est un indicateur fiable de la proximité d’une plante hôte (Parniske, 
2005). Cette indication fiable leur permet en fait d’activer très rapidement leur métabolisme en 
stimulant l’activité des mitochondries qui va permettre aux spores de germer et aux hyphes de se 
développer pour trouver leur hôte.  Plus récemment, les SLs ont été identifiées comme une nouvelle 
classe d’hormones végétales impliquées également dans l’inhibition de la ramification des tiges 
(Gomez-Roldan, et al., 2008, Umehara, et al., 2008), le développement racinaire (Cheng, et al., 2013, 
Kapulnik, et al., 2011, Koren, et al., 2013, Ruyter-Spira, et al., 2011) et dans l’immunité des plantes 
(Torres-Vera, et al., 2014). La fonction primitive de cette classe de molécules serait probablement 
celle d’une hormone qui serait impliquée dans le développement des rhizoïdes, plutôt que celle d’un 
signal symbiotique (Delaux, et al., 2012).  
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Figure 14 : Variabilité de la structure des facteurs Nod (Denarie, et al., 1996) 
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Les flavonoïdes et les strigolactones possèdent donc des similarités fonctionnelles dans l’étape 
précoce de la symbiose, elles permettent la reconnaissance à distance de l’hôte végétal qui permet 
de les attirer et d’activer leurs métabolismes. La présence ubiquitaire et ancestrale des strigolatones 
chez les plantes terrestres (Delaux, et al., 2012), alors que certains flavonoïdes sont produits 
exclusivement chez les légumineuses (Redmond, et al., 1986) rendent cohérent le choix de ces 
molécules par les symbiotes pour identifier leur plante hôte. Pour compléter la description des 
signaux émis par la plante qui sont perçus par le symbiote, on peut ajouter la mise en évidence de 
deux acides gras hydroxylés qui sont capables de stimuler la croissance et le branchement des 
hyphes de Gigaspora gigantea (Nadal and Paszkowski, 2013, Nagahashi and Douds, 2011), ainsi que 
la présence d’un autre composé appelé « active factor », mis en évidence en utilisant un mutant de 
tomate « pmi » , incapable d’établir une symbiose mycorhizienne. L’ajout d’exsudats racinaires 
contenant cette molécule, de nature inconnue, est capable de restaurer la mycorhization du mutant 
pmi (Sun, et al., 2012). 
b. Signaux des micro-organismes perçus par la plante. 
Les microorganismes produisent aussi différents signaux qui permettent à la plante hôte de les 
reconnaitre parmi les nombreux microorganismes de la rhizosphère. Les mieux étudiés sont ceux 
produits par les Rhizobium, appelés « facteurs Nod » (NFs), qui sont impliqués dans l’établissement 
de la symbiose avec les légumineuses. L’existence de signaux équivalents, produits par les 
champignons mycorhiziens et appelés « facteurs Myc », a été mise en évidence récemment (kosuta 
2003). Ces molécules auraient pour fonction de préparer leur hôte pour la symbiose en signalant la 
présence de leur symbiote.  
Les facteurs de nodulation. 
En réponse à la présence de flavonoïdes, les Rhizobium produisent des signaux qui sont strictement 
nécessaires pour établir la symbiose avec les légumineuses. Ces composés, appelés facteurs Nod, 
(NFs) sont des molécules de nature lipo-chitooligosaccharidique (LCOs) (Lerouge, et al., 1990). Ces 
molécules sont composées d’un squelette oligomérique de chitine, composé de trois à cinq résidus 
N-acétylglucosamine (GlcNAc) liés en β(1-4). Une chaîne d’acide gras (saturée ou insaturée) est 
greffée par N-acylation sur l’atome d’azote du résidu glucosamine situé à l’extrémité non réductrice 
du squelette de chitine. Ce motif moléculaire constitue la structure de base des LCOs. Cette structure 
de base est substituée par des groupements méthyl, fucosyl, acétyl, sulfate sur les sucres terminaux 
(réducteur et non réducteur) suivant les espèces de Rhizobium étudiées. (Denarie, et al., 1996) . 
(Figure 14). 
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Sucre terminal non-réducteur    Sucre réducteur 
 
Figure 15. Structure des facteurs Nod majoritaires de S. meliloti (reconnus par M.truncatula) et 
enzymes bactériennes nécessaires à sa synthèse 
Les NFs produits par S. meliloti sont constitués d’une ossature de quatre ou cinq résidus de β-1,4 N-
acetylglucosamine. Cette structure oligosaccharidique est, mono-N-acylée à son extrémité non 
réductrice par un acide gras C16 insaturé possédant une ou deux doubles liaisons conjuguées avec le 
groupement amide ou par un C18 à C26 (ω1)-hydroxylé, N-acétylé sur les autres résidus et O-acétylé 
à l’extrémité non réductrice. Enfin il est O-sulfaté à son extrémité réductrice. Les enzymes 
responsables de la production des NFs sont indiquées en gras, avec chacune de leurs activités 
enzymatiques entre parenthèses. Les enzymes communes à toutes les bactéries de type Rhizobium 
sont encadrées en bleu. Les enzymes responsables des décorations spécifiques des NFs de S. meliloti 
sont encadrées en orange. Illustration adaptée de(Wais, et al., 2002). 
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Ces molécules, sont synthétisées par des enzymes codées par les gènes nod bactériens, qui peuvent 
être classés en deux groupes. D’une part, les gènes nodA, B, C qui sont responsables de la synthèse 
de la structure de base des LCOs (chaine chitinique + acide gras) et sont communs à tous les 
Rhizobium. Ils sont strictement nécessaires car leur inactivation résulte d’une perte totale de 
réponse de la part de l’hôte végétal. D’autre part, les autres gènes nod, présents en combinaison 
variable selon les souches, sont responsables de la substitution des sucres terminaux réducteurs et 
non réducteurs. Par exemple, les gènes nodL, nodE, nodF, nodP, nodQ et nodH de la souche S. 
meliloti sont responsables des substitutions trouvées sur ses NFs. (Figure 15). 
Les NFs et plus particulièrement les décorations qu’ils portent couplées à la longueur et au degré de 
saturation de la chaîne d’acide gras, jouent un rôle déterminant dans la spécificité d’hôte de la 
symbiose Rhizobium-légumineuse. Par exemple, S. meliloti qui interagit avec la luzerne, a un spectre 
d’hôtes étroit déterminé par une substitution o-sulfate à l’extrémité réductrice, par une O-
acétylation à l’extrémité non réductrice des LCOs et par une N-acylation par un acide gras en C16, 
doublement insaturé (en position 2 et 9) (Lerouge, et al., 1990). Par ailleurs, le large spectre d’hôtes 
de la souche Sinorhizobium NGR234, capable de noduler plus de 70 genres de la famille des 
légumineuses ainsi que la non légumineuses Parasponia, est attribué à sa capacité de synthèse d’une 
famille très large de facteurs Nod sulfatés et non sulfatés (Price, et al., 1992). Ces signaux produits 
par les bactéries vont être perçus par la plante pour activer la voie de signalisation symbiotique 
conduisant à la formation de nodosités et à l’établissement de la symbiose fixatrice d’azote.  
Les signaux fongiques pré-symbiotiques : Les Facteurs Myc 
Pour les microorganismes biotrophes obligatoires, tels que les champignons mycorhiziens à 
arbuscules il est vital qu’un hyphe rencontre un hôte avant la consommation de toutes les ressources 
de la spore dont il est issu. La perception de composés libérés dans la rhizosphère par les plantes 
permet d’alerter et de guider le développement des hyphes du champignon pour établir le contact. 
L’existence d’un tel composé a pour la première fois été mis en évidence par l’activation de 
l’expression d’un gène MtENOD11 à distance par un champignon MA et par des exsudats de spores 
(Kosuta, et al., 2003). Ces composés diffusibles ont été nommés facteurs Myc, d’autres travaux sont 
venus par la suite étayer l’hypothèse de leur existence. En effet ces molécules auraient un effet sur 
l’expression de gènes et déclencheraient des processus de signalisation chez la plante-hôte 
(Chabaud, et al., 2011, Kuhn, et al., 2010, Navazio, et al., 2007, Weidmann, et al., 2004), 
stimuleraient la formation de racines latérales (Mukherjee and Ané, Olah, et al., 2005) et 
modifieraient le métabolisme des sucres (Gutjahr, et al., 2009). Ces résultats sont autant 
d’arguments en faveur de l’existence de composés qui pourraient avoir une fonction semblable à 
celle des NFs dans la symbiose fixatrice d’azote. Ces molécules diffusibles permettraient de 
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reconnaitre les champignons MA comme des microorganismes « amis » et non « ennemis ».  En 
revanche, il n’est pas évident que la production de ces composées soit conditionnée par la 
perception de signaux de plante comme c’est le cas entre les NFs et les flavonoïdes sécrétés par la 
légumineuse hôte (Kosuta, et al., 2003, Mukherjee and Ané 2011).  
A l’heure actuelle, nos connaissances permettent d’affirmer que les champignons MA sont capables 
de fabriquer des molécules signal ayant un squelette constitué de résidus de GlcNAc. Les premiers 
composés identifiés sont appelés Myc-LCOS et seront présentés dans le chapitre 2. Plus récemment, 
il a été également montré l’existence de molécules constituées d’une chaine courte de GlcNAc (4 à 5 
résidus) appelée « short-chain chitin oligomers (COs)» dans les exsudats de spores de champignon 
MA. Ces molécules sont capables de déclencher des réponses précoces dans les cellules racinaires de 
la plante (Genre, et al., 2013). 
L’ensemble de ces résultats permet d’affirmer qu’il existe un dialogue moléculaire à distance 
effectué grâce à des molécules diffusibles qui permet la reconnaissance et l’activation des étapes 
précoces de la symbiose entre les plantes et les champignons MA. Ce dialogue implique au moins  les 
strigolactones et les facteurs Myc, à l’image de ce qui se passe dans la symbiose fixatrice d’azote avec 
les flavonoïdes et les NFs.  
2. Mécanismes moléculaires impliqués dans la signalisation précoce de la 
symbiose. 
La perception des signaux libérés par les microorganismes déclenchent des réponses cellulaires et 
moléculaires rapides qui impliquent des mécanismes de signalisation bien connus chez les plantes 
tels que la dépolarisation des membranes, des flux d’ions et des changements de pH, caractéristiques 
du déclenchement d’une voie de signalisation dont l’origine se trouve à la surface de la membrane 
plasmique des cellules végétales. 
L’analyse des mutants incapables de former la symbiose nodulaire a permis d’identifier des gènes 
impliqués dans les étapes précoces de la symbiose. Ces analyses ont été réalisées grâce à l’utilisation 
de NFs purifiés qui ont permis d’étudier les évènements de signalisation précoce. En effet la 
perception des NFs déclenche des réponses physiologiques rapides telles que des flux d’ions, la 
dépolarisation des membranes, l’alcalinisation cytoplasmique, la production d’espèces réactives 
d’oxygène (ROS), un flux de calcium cytoplasmique transitoire et des oscillations de calcium 
régulières autour et dans le noyau des poils absorbants (Downie and Walker, 1999). Au niveau 
moléculaire, on observe une induction de gènes symbiotiques dans différentes couches cellulaires à 
différents temps comme le gène ENOD11 induit dans l’épiderme deux heures après traitement  
(Journet, et al., 2001). Enfin ces évènements conduisent au niveau morphologique à une déformation 
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de la croissance des poils absorbants et à la division de cellules corticales. L’étude des étapes 
précoces de la perception des NFs dans ces mutants a permis de disséquer le contrôle génétique de 
la perception et de la cascade de transduction du message. Plus tard l’identification de la fonction de 
ces gènes a permis de reconstituer les évènements moléculaires impliqués dans la perception des 
NFs et des étapes précoces de la symbiose. 
a. Perception des facteurs symbiotiques  
Parmi les mutants affectés pour la nodulation (Nod-), certains ne perçoivent plus les facteurs Nod car 
ils ne présentent plus le flux rapide et transitoire de calcium dans les poils absorbant, qui est la 
réponse la plus rapide, ni la déformation de poils absorbants (Arrighi, et al., 2006, Ben Amor, et al., 
2003, Madsen, et al., 2003, Radutoiu, et al., 2003). Il s’est avéré que ces mutants sont affectés dans 
des gènes qui codent pour des protéines appartenant à la grande famille des récepteurs kinases : RLK 
(Receptor like kinase). Ces récepteurs possèdent des domaines extracellulaires contenant des motifs 
« lysine » (LysM) et appartiennent ainsi à la famille des LysM-RLK. Les protéines à domaine LysM, 
présentes chez les bactéries et les organismes eucaryotes, sont capables de reconnaître des ligands 
contenant des résidus de N acétylglucosamine (chitine, peptidoglycan) (Buist, et al., 2008) suggérant 
que ces protéines sont impliquées dans la reconnaissance directe des NFs. Il existe deux grandes 
familles de LysM-RLK  chez les plantes: celle des lysM I (LYK) et celle des LysM II (LYR : LYK-Related) 
(Gough and Cullimore, 2011, Gust, et al., 2012, Zhang, et al., 2007). Le modèle de perception des 
facteurs Nod chez Lotus japonicus fait intervenir des protéines de ces deux familles pour constituer 
un complexe de récepteurs capables de reconnaitre les NFs et de déclencher une voie de 
signalisation (Madsen, et al., 2003, Radutoiu, et al., 2003). Les protéines NFR1 (NOD FACTOR 
RECEPTOR1) de la famille LYK et NFR5 (NOD FACTOR RECEPTOR1) de la famille des LYR sont capables 
de former un hétéroduplexe qui entraine la phosphorylation du domaine kinase non fonctionnel de 
NFR5 par l’activité du domaine kinase de NFR1 in vitro (Madsen, et al., 2010). De plus, ils sont 
capables de lier directement les facteurs Nod à des concentrations compatibles avec celles qui sont 
requises pour l’activation du processus de signalisation (Broghammer, et al., 2012). Chez M. 
truncatula, un seul acteur impliqué dans la perception des NFs dans la phase présymbiotique a été 
identifié. Il s’agit du récepteur NFP (NOD FACTOR PERCEPTION) de la famille LYR (Arrighi, et al., 2006, 
Ben Amor, et al., 2003). L’homologie entre MtNFP et LjNFR5 laisse supposer que le mécanisme de 
perception de FNs est similaire entre M. truncatula et L. japonicus. Cependant son partenaire 
(l’équivalent de LjNFR1) capable d’interagir avec MtNFP pour déclencher une voie de signalisation 
pendant cette étape, n’a pas été identifié à l’heure actuelle.  
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Une caractérisation poussée des différents domaines LysM de cette protéine a permis de démontrer 
que  MtNFP, même s’il tient une importance majeure pour la reconnaissance des NFs, n’est pas 
impliqué dans la reconnaissance spécifique des substitutions de NFs (Bensmihen, et al., 2011). Ces 
résultats sont en accord avec la capacité, même affaiblie, des NFs non sulfatés à induire des réponses 
précoces chez M. truncatula (Charron, et al., 2004, Wais, et al., 2002). Ces résultats renforcent l’idée 
qu’un complexe de récepteurs se forme probablement à la surface des cellules, dans lequel chaque 
composant prendrait part à la reconnaissance des LCOs et dans le déclenchement des réponses de la 
plante. Il est intéressant de noter qu’une étude de phosphoproteomique quantitative sur la réponse 
de M. truncatula aux NFs a permis de mettre en évidence une réponse chez le mutant Mtnfp, ce qui 
suggère là aussi l’existence d’autres récepteurs activant une voie de signalisation (Rose, et al., 2012, 
Rose, et al., 2012, Venkateshwaran, et al., 2013). Plus récemment, une nouvelle protéine LysM-RLK : 
LYR3 (LYK-related 3) a été identifiée pour sa capacité à lier directement les LCOs. Cette protéine 
pourrait prendre part à ce complexe de récepteurs impliqués dans les étapes de 
perception/signalisation des NFs (Fliegmann, et al., 2013) mais son implication dans la phase de 
perception des NFs reste à démontrer.  
Dans le cadre de la symbiose mycorhizienne à arbuscules, peu d’informations sont disponibles sur la 
perception des facteurs Myc. En effet l’étude des mécanismes impliqués dans la perception d’une 
molécule est difficile à engager avec des exsudats qui en contiennent des milliers. Cependant des 
études menées sur la légumineuse M. truncatula ont montré que des exsudats de spores ne 
nécessitent pas l’intervention du gène MtNFP pour induire les réponses associées à la perception des 
facteurs Myc, qu’il s’agisse de l’expression du gène ENOD11, de la stimulation de la formation de 
racines latérales (Mukherjee and Ané, Olah, et al., 2005) ou d’oscillations calciques (Chabaud, et al., 
2011). Ces résultats sont en adéquation avec le phénotype sauvage du mutant Mtnfp pour la 
mycorhization (Amor, et al., 2003). En revanche l’orthologue du gène nfp chez Parasponia andersonii, 
la seule non-légumineuse capable interagir avec les Rhizobium, est impliqué dans la symbiose 
mycorhizienne suggérant qu’un récepteur de type LysM-RLK impliqué dans la symbiose 
mycorhizienne a été recruté pour servir de récepteur aux facteurs Nod dans la symbiose fixatrice 
d’azote. L’implication du gène PaNFP dans les deux symbioses suggère qu’il joue un rôle similaire et 
que les facteurs Myc partagent des caractéristiques structurales avec les NFs (Op den Camp, et al., 
2011).  
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b. Transduction du signal par la voie commune de signalisation symbiotique  
L’analyse des étapes précoces induites par les NFs chez les mutants de la symbiose nodulaire de M. 
truncatula, L. japonicus mais aussi Pisum sativum a permis de reconstituer une cascade de 
transduction du message et de placer l’intervention des gènes les uns par rapport aux autres (Amor, 
et al., 2003, Ane, et al., 2002, Catoira, et al., 2000, Wais, et al., 2000, Walker, et al., 2000). Mais la 
caractérisation de ces mutants a dépassé l’intérêt porté sur la dissection génétique et moléculaire de 
la voie de transduction du signal des NFs, car il a été montré que la majorité de ces mutants est aussi 
affectée dans les étapes précoces de la symbiose mycorhizienne comme cela avait déjà été montré 
chez le pois (Albrecht, et al., 1999, Gianinazzi-Pearson, 1996). L’ensemble des gènes identifiés chez 
ces mutants, contrôlant à la fois la nodulation et la mycorhization, forme la voie commune de 
signalisation symbiotique (Oldroyd, 2013). (Figure 16) 
Le premier élément de signalisation de cette voie commune est un récepteur de type RLK contenant 
un domaine LRR (Leucine rich repeat) situé sur la membrane plasmique, et connu sous le nom de 
symbiosis receptor-like kinase (SYMRK) chez L. japonicus  (Stracke, et al., 2002) et Doesn’t Make 
infection (DMI2) ou NORK respectivement chez M. truncatula et M. sativa (Endre, et al., 2002). Sa 
fonction exacte n’est pas connue mais, par analogie avec les éléments impliqués dans la 
reconnaissance des micro-organismes parasites (Monaghan and Zipfel, 2012), cette protéine pourrait 
faire partie d’un complexe de récepteurs comme ceux à domaine LysM impliqués dans la perception 
des LCOs, capable de percevoir les signaux impliqués dans les deux types de symbiose (Oldroyd, 
2013, Venkateshwaran, et al., 2013).  
Une étape clef de la cascade de signalisation activée par les NFs est l’induction d’oscillations 
calciques générées dans le noyau des cellules de l’épiderme dans le cas de la symbiose 
mycorhizienne, et des poils absorbants dans le cas de la symbiose fixatrice d’azote. Le calcium 
servirait de messager secondaire liant la perception des signaux symbiotiques et l’induction de gènes 
importants pour l’établissement de la symbiose en aval (Chabaud, et al., 2011, Ehrhardt, et al., 1996, 
Kosuta, et al., 2008, Sieberer, et al., 2012, Singh and Parniske, 2012). Les gènes identifiés grâce aux 
mutants positionnés en amont de cette étape codent pour des protéines localisées sur la membrane 
nucléaire qui sont essentielles pour la génération d’oscillations calciques dans le noyau au cours des 
deux symbioses. Il s’agit des protéines qui constituent un pore nucléaire : NUP133 (Kanamori, et al., 
2006), NUP85 (Saito, et al., 2007), et NENA (Groth, et al., 2010), et de canaux cationiques, CASTOR et 
POLLUX (Imaizumi-Anraku, et al., 2005) chez L. japonicus ou DMI1 (Ane, et al., 2004) chez M. 
truncatula ainsi qu’une pompe à calcium (MCA8). Par un jeu de séquestration et de libération, des 
ions calcium entre le noyau et le réticulum endoplasmique, des oscillations calciques sont générées 
dans le noyau (Oldroyd, 2013).  
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Figure 16 : Voie de signalisation symbiotique commune déclenchée par les signaux symbiotiques 
dans l’étape pré-symbiotique. 
Les facteurs symbiotiques (Nod ou Myc) sont perçus par des récepteurs de type LysM-RLK qui 
déclenchent une voie de signalisation. Cette voie de signalisation partage des acteurs communs (les 
noms de gènes sont indiqués dans les rectangles bleus : M. truncatula / L. japonicus) impliqués dans 
la symbiose fixatrice d’azote et la symbiose mycorhizienne. La première partie de cette voie consiste 
à produire des oscillations calciques qui servent de messager secondaire dans le noyau 
(DMI2/SYMRK, DMI1/CASTOR-POLLUX, NUP, NENA et NUP133). La deuxième partie décode ces 
signaux (DMI3/CCaMK, IPD3/CYCLOPS, NSP2) afin d’activer l’expression de gènes impliqués 
spécifiquement dans la réponse de la plante (NSP1, ERN, NIN, RAM1, RAM2) 
Illustration adaptée d’ (Oldroyd, 2013).  
CCaMK : calcium- and calmodulin- dependent serine/threonine protein kinase ; DMI1 : does not make infection 
1 ; DMI2 :does not make infection 2 ; DMI3 : does not make infection 3 ; ENOD11 : early nodulin 11 ; ERN1 : 
ethylene response factor required for nodulation 1 ; IPD3 : interacting protein of DMI3 ; LjNFR1 : L. japonicus 
Nod factor receptor 1 ; LjNFR5 : L. japonicus Nod factor receptor 5 ; LYK3 : LyM domain-containing receptor-like 
kinase 3 ; MCA8 : M. truncatula calcium ATPase 8 ; NIN : nodule inception ; NFP : Nod factor perception ; NSP1: 
nodulation signalling pathway 1 ; NPS2 : nodulation signaling pathway 2 ; SYMRK : symbiosis receptor-like 
kinase. 
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Le mutant positionné en aval des oscillations calciques produites dans le noyau a permis 
l’identification d’un gène codant pour une protéine Sérine-Thréonine dépendante-kinase 
Ca2+/calmoduline-dépendante (CCaMK) localisée dans le noyau appelée MtDMI3 chez M. truncatula 
(Lévy, et al., 2004) ou CCaMK chez L. japonicus (Tirichine, et al., 2006) . Il s’agit, de manière assez 
logique, d’une protéine dont l’activité est régulée par le calcium. Lorsque la concentration en calcium 
est faible ou basale, la protéine est inactive. L’augmentation de la concentration de calcium aboutit à 
un changement de conformation qui déclenche l’autophosphorylation d’un résidu thréonine et la 
phosphorylation de son substrat. Cependant  le fonctionnement exact de cette protéine reste à 
préciser car plusieurs modèles ont été publiés (Miller, et al., 2013, Shimoda, et al., 2012).  
En aval de la signalisation calcique dans le noyau, la protéine DMI3 s’associe à la protéine 
« Interacting Protein of DMI3 » (IPD3) chez M. truncatula (Messinese, et al., 2007) et CYCLOPS chez L. 
japonicus (Yano, et al., 2008) grâce au domaine « coiled coiled » qu’elle porte. Une fois phosphorylé, 
le complexe formé participe à l’activation d’un programme génétique spécifique de la nodulation ou 
de la mycorhization grâce à l’intervention de signaux supplémentaires spécifiques de chaque 
symbiose .(Oldroyd, 2013, Singh and Parniske, 2012). (Figure 16). L’activation du programme 
génétique des deux symbioses comporte des régulateurs communs tels que le facteur de 
transcription de la famille GRAS NSP2 (Nodulation signalling pathway 2). Ce facteur de transcription, 
initialement identifié comme élément spécifique de la signalisation de la symbiose rhizobienne (Kalo, 
et al., 2005), forme un hétérodimère avec le facteur de transcription de la même famille NSP1 (Smit, 
et al., 2005) pour activer l’expression des gènes ERN et NIN impliqués dans la symbiose fixatrice 
d’azote (Cerri, et al., 2012, Hirsch, et al., 2009). Dans la symbiose mycorhizienne, NSP2 interagit avec 
RAM1 (Required for Arbuscular Mycorrhization 1) un autre facteur de transcription de la famille 
GRAS pour activer l’expression du gène RAM2 requis pour la mycorhization (Gobbato, et al., 2012, 
Gobbato, et al., 2013, Wang, et al., 2012). 
L’ensemble des gènes de signalisation qui sont impliqués dans la symbiose bactérienne est dérivé de 
la voie de signalisation mycorhizienne pré-existante. Alors que chacun des éléments est strictement 
nécessaire à la diffusion du signal induit par la perception des NFs chez les légumineuses, il ne 
semble pas être strictement nécessaire pour la transduction du signal Facteur Myc. En effet, 
l’activation de l’expression du gène ENOD11 et la stimulation de la formation de racines latérales 
chez les légumineuses par les champignons et les exsudats ne requiert pas l’intervention de la 
protéine DMI3 (Kosuta, et al., 2003, Mukherjee and Ané, Olah, et al., 2005). De plus, chez le riz 
l’induction de l’expression de gènes marqueurs par le champignon MA et la stimulation de la 
formation de racines latérales par des exsudats de spores ne requiert pas nécessairement la voie de 
signalisation commune (Gutjahr, et al., 2009, Mukherjee and Ané 2011). 
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Figure 17 : Structures d’infection et d’échange des symbioses endomycorhiziennes et fixatrices 
d’azote. 
a L’appareil de pré-pénétration (APP) est une pont cytoplasmique à travers la vacuole de la cellule 
végétale qui se forme avant l’infection par le champignon mycorhizien à arbuscules (cellule du bas). 
Le noyau de la cellule migre en tête de l’APP pendant sa croissance et détermine son orientation 
dans la cellule. L’APP contient un tube creux formé de microtubules et doublé de vésicules de 
réticulum endoplasmique. Une fois l’APP complètement formé, l’hyphe d’un champignon pénètre 
dans le APP (cellule du haut). b Un pré-cordon d’infection (CPI) se forme en tête du cordon 
d’infection contenant des bactéries. Le CPI peut être induit par des signaux bactériens et contient un 
réseau de microtubules qui ressemble à celui de l’APP. Ce pré-cordon d’infection est une structure 
unique des plantes nodulées et semble avoir évolué à partir de l’APP des mycorhizes arbusculaires. 
c : Comparaison des structures d’échanges formées au cours des interactions endosymbiotiques 
mycorhizienne et nodulaire. Arbuscule de R. irregulare formé dans une cellule racinaire corticale 
(cellule du haut). Cordon d’infection et bactéroïdes dans une cellule d’une nodosité (cellule du bas). 
La membrane péri-microbienne (membrane du symbiosome), d’origine végétale, entoure le cordon 
d’infection et l’hyphe du champignon pour protéger le cytoplasme de la cellule végétale. Elle est 
aussi présente autour des arbuscules et des bactéroïdes dans les cellules où ont lieu les échanges 
entre les partenaires de la symbiose. Cette membrane synthétise des éléments de la paroi qui 
contribue à la composition de l’interface apoplastique entre les organismes symbiotiques. 
Illustration modifiée à partir de (Parniske, 2000, Parniske, 2008). 
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Ces résultats suggèrent l’existence d’autres signaux dans les exsudats de spores qui activent 
différentes voies de signalisation.  On peut faire l’hypothèse que la symbiose fixatrice d’azote a 
recruté et spécialisé une voie de signalisation ancestrale impliquée dans les étapes précoces de la 
symbiose mycorhizienne au point qu’elle soit strictement nécessaire à l’établissement de celle-ci 
alors qu’elle n’est peut-être pas entièrement requise pour les étapes précoces de la symbiose 
mycorhizienne.  
L’activation des programmes spécifiques et communs permet de mettre en place la symbiose qui 
commence dès le contact entre les partenaires, suivie de l’infection, de la colonisation et de 
l’organogénèse pour accomplir la symbiose. A chaque étape, les partenaires interagissent, dialoguent 
pour mener à bien l’acceptation du symbiote dans les tissus de la plante. 
3. L’infection, la colonisation et le développement de structure d’échange. 
Le processus d’infection et de colonisation requiert des changements physiologiques, cellulaires et 
morphologiques qui bouleversent le fonctionnement des cellules végétales afin que le 
microorganisme pénètre dans les racines de son hôte. Les avancées technologiques dans les 
domaines de la génétique, de la génomique, de la biologie moléculaire et de la microscopie ont 
permis de mieux comprendre ces changements au cours de l’infection et de la colonisation de l’hôte 
par  l’endosymbiote. Ici comme dans l’étape pré-symbiotique, les points communs entre l’infection 
par les Rhizobium et l’infection par les champignons MA sont nombreux que ce soit au niveau des 
réarrangements cellulaires ou des voies de signalisation qui les ont initiés.  
L’infection se manifeste d’abord dans les cellules de l’épiderme de la racine, là où un hyphopode 
s’est formé à l’extrémité d’un hyphe de champignon ou dans un poil absorbant recourbé autour 
d’une colonie de Rhizobium. Ces cellules réorganisent leur structure interne pour préparer l’infection 
en définissant un passage pour guider la progression des microorganismes à travers la cellule. Cette 
réorganisation d’abord observée dans la symbiose Rhizobium-légumineuse s’appelle un pré-cordon 
d’infection (PCI) (van Brussel, et al., 1992), certainement issu au cours de l’évolution de l’appareil de 
pré-pénétration (APP) observé dans la symbiose mycorhizienne (Genre, et al., 2005) (Figure 17). 
Cette réorganisation cellulaire est orientée par le mouvement du noyau à travers la cellule qui 
permet de mobiliser des éléments du réticulum endoplasmique, de l’appareil de Golgi, du trafic 
vésiculaire, du cytosquelette pour former une membrane à travers la cellule. Cette membrane a pour 
but de protéger la cellule hôte intacte en séparant le symbiote du cytoplasme. Ensuite, une autre 
membrane péri-microbienne, dérivée de la membrane plasmique de la plante, s’invagine dans ce 
passage pour former un cordon d’infection dans la symbiose Rhizobium/légumineuse ou un passage 
pour l’hyphe de pénétration dans la symbiose mycorhizienne. 
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Figure 18 : Voie de signalisation symbiotique commune entre la symbiose fixatrice d’azote et la 
symbiose mycorhizienne à arbuscules.  
Au cours de l’infection les NFs sont perçus par les récepteurs membranaires LjNFR1/LjNFR5 chez L. 
japonicus et LYK3/NFP chez M. truncatula, alors que les facteurs Myc sont probablement perçus par 
un récepteur proche de NFP/NFR5. DMI2 chez Medicago et SYMRK chez L. japonicus pourraient agir 
comme corécepteur. PUB1 est une E3-ligase qui régule négativement la nodulation probablement via 
son interaction avec LYK3. Les récepteurs symbiotiques peuvent aussi s’associer avec la protéine 
SYMREM1, composant des « radeaux lipidiques » susceptible d’assembler les complexes de 
récepteurs. En réponse aux NFs, des oscillations calciques sont générées dans le nucléoplasme et le 
cytoplasme périnucléaire. La génération, le décodage et la transduction de ce signal requierent des 
composants communs aux deux types de symbiose. Ces oscillations calciques sont générées par 
l’action concertée d’un transporteur à potassium (K+) DMI1 chez M. truncatula et CASTOR et POLLUX 
chez L. japonicus, et de la pompe calcique ATPase MCA8. La protéine CCaMK, DMI3 chez M. 
truncatula, décoderait les oscillations calciques et interagirait avec la protéine IPD3, l’orthologue de 
CYCLOPS chez L. japonicus. Le complexe de facteurs de transcription NSP1/NPS2 induit l’expression 
des gènes de réponses aux NFs, tels qu’ENOD11, ERN1 et NIN, alors que NSP1 interagit avec RAM1 
pour activer l’expression de RAM2 nécessaire à la mycorhization.  
Figure modifiée d’après(Singh and Parniske, 2012) 
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Lors de la formation et de la propagation de la structure de pénétration (CPI et APP), un signal se 
transmet de l’épiderme à la cellule de la couche inférieure (cortex externe). A son tour, cette cellule 
va former la structure de pré-pénétration pour laisser progresser le microorganisme et ainsi de suite 
jusqu’aux tissus du cortex interne (Genre, et al., 2009, Genre, et al., 2005, Oldroyd, et al., 2011). Une 
fois arrivés dans le tissu de destination, les microorganismes et leur hôte vont développer une zone 
d’échange intense bidirectionnelle. L’hyphe du champignon mycorhizien formera un arbuscule qui se 
développera dans les cellules du cortex interne. Les bactéries se différencieront en bactéroïdes dans 
les cellules des nodosités, formées à partir de la division des cellules du cortex interne. Quelle que 
soit l’endosymbiose, chaque partenaire de la symbiose garde sa membrane plasmique intacte afin de 
contrôler les échanges bidirectionnels de signaux et de nutriments. La morphologie des structures 
spécialisées développées par les microorganismes (bactéroïdes et arbuscules) a pour but 
d’augmenter fortement la surface de membrane pour favoriser les échanges avec leur hôte. Ces 
interactions intracellulaires nécessitent l’échange de signaux symbiotiques et la reprogrammation 
génétique des cellules de chaque partenaire. Des changements fondamentaux au niveau de 
l’expression de gènes, du cytosquelette et des organelles (plastides, reticulum endoplasmique et 
vacuole centrale) doivent donc s’opérer. C’est pourquoi l’adaptation, au cours de la transformation 
des cellules corticales en machinerie symbiotique, requiert la production de grandes quantités de 
matériel membranaire et de protéines membranaires symbiotiques spécialisées pour la 
communication symbiotique et l’échange de nutriments (Bapaume and Reinhardt, 2012).  
L’établissement de la symbiose fixatrice d’azote implique des évènements développementaux 
spécifiques qui s’opèrent dans l’épiderme (l’entrée des bactéries) et à distance dans les cellules 
corticales (divisions cellulaires qui conduisent à l’organogénèse nodulaire). Les processus d’entrée 
des bactéries et d’organogénèse nodulaire sont coordonnés et sont dépendants de la production de 
NFs par les bactéries (Madsen, et al., 2010). En effet, la perception des facteurs Nod qui est 
importante durant tout le processus d’infection déclenche la même voie de signalisation symbiotique 
commune décrite plus haut (Figure 18). Chez M. truncatula, d’autres éléments que MtNFP impliqués 
dans la signalisation au cours de l’infection par les Rhizobium ont été identifiés grâce à l’analyse de 
mutants affectés dans l’infection ou dans un processus associé tel que la courbure du poil absorbant 
ou la division des cellules corticales (Popp and Ott, 2011). Par exemple, le gène MtLYK3 qui code pour 
un récepteur kinase à domaine LysM dont le phénotype mutant est arrêté prématurément dans ce 
processus (Limpens, et al., 2003, Smit, et al., 2007). Ce récepteur, qui possède un domaine kinase 
actif, est supposé être le partenaire du récepteur NFP pour former un complexe récepteur de NFs. La 
régulation de la stabilité de ce récepteur par le gène Plant U-box protein 1 (PUB1) codant pour une 
protéine E3 ubiquitine ligase (Mbengue, et al., 2010), ainsi que sa localisation dans la membrane 
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plasmique autour du cordon d’infection sont importantes pour le processus d’infection (Haney, et al., 
2011). Au cours de l’infection par les champignons MA la présence de signaux symbiotiques pendant 
tout le processus semble être requis. Les oscillations calciques nucléaires et cytoplasmiques se 
produisent dans les cellules corticales avant (faible fréquence) et pendant l’infection transcellulaire 
(haute fréquence) que ce soit par des Rhizobium ou par un champignon. Ces oscillations qui 
précèdent l’infection semblent spécifier les cellules qui seront infectées de proche en proche pour 
amorcer la formation du CPI ou APP jusqu’au cortex interne. L’augmentation de fréquence de ces 
oscillations, associée à la pénétration du microorganisme dans la cellule au cours des deux 
symbioses, atteint une fréquence semblable à celle induite par le NFs dans les poils absorbants 
(Sieberer, et al., 2012). Cette observation suggère que ce changement de fréquence est induit par un 
signal de type LCOs. Cette hypothèse est renforcée par l’identification récente chez L. japonicus 
d’une protéine membranaire LjLNP (LECTIN NUCLEOTIDE PHOSPHOHYDROLASE) faisant partie de la 
famille des lectines (connues pour leur propriété de liaison aux sucres) capable de se lier directement 
aux NFs et nécessaire pour l’infection par les Rhizobium et les champignons MA (Roberts, et al., 
2013). On notera que l’activation de la voie de signalisation impliquée dans le processus d’entrée du 
symbiote et de la mise en place de structures qui favorisent la colonisation (primordium nodulaire, 
CPI, APP, arbscules etc …) requiert certainement une coordination précise des différents éléments 
moléculaires de la voie de signalisation commune comme illustrée dans la symbiose fixatrice d’azote 
(Hayashi, et al., 2013, Rival, et al., 2012). Dans cette symbiose les NFs et d’autres signaux permettent 
l’entrée des Rhizobium, la formation de cordon infectieux et l’activation des divisions dans le cortex 
interne. Par exemple, les cytokinines sont un signal nécessaire et suffisant pour induire la division des 
cellules corticales et sont capables de mimer certains effets des NFs car intervenant en aval de DMI3 
et en amont de NSP2 et de NIN de la voie de signalisation symbiotique (Ariel, et al., 2012, Crespi and 
Frugier, 2008, Gonzalez-Rizzo, et al., 2006, Plet, et al., 2011).  
L’hypothèse, discutée plus haut, selon laquelle les étapes précoces et plus particulièrement les voies 
de signalisation de la symbiose fixatrice d’azote ont recruté une partie des mécanismes opérant au 
cours de la symbiose MA, se confirme aussi pour les étapes d’infection et de colonisation. En effet, 
les changements cellulaires requis pour l’infection font appel aux mêmes organites et semblent 
suivre le même processus dans les deux symbioses. De plus, la voie de signalisation commune est 
nécessaire et semble être activée de manière coordonnée comme l’illustrent les mesures des 
oscillations calciques dans les deux symbioses induites probablement par des signaux communs tels 
que les LCOs.  
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4. Mise en place des réponses de la plante par modification de l’architecture 
racinaire. 
La mise en place d’une interaction symbiotique avec des microorganismes du sol entraîne des 
modifications racinaires importantes : outre le développement des nodosités en présence des 
bactéries fixatrices d’azote, on observe également une modification de l’architecture racinaire par les 
signaux symbiotiques produits par les symbiotes mycorhiziens et bactériens qui sera notamment 
exploitée dans le dernier chapitre de cette thèse. 
a. Développement des nodosités 
Les nodosités sont des organes spécialisés dans lesquels les bactéries symbiotiques sont capables de 
convertir l’azote atmosphérique en ammonium assimilable par les plantes. Chez les légumineuses, 
deux types de nodosités existent. Celles à croissance déterminée qui se développent par exemple 
dans la symbiose entre les Bradyrhizobium et les légumineuses tropicales et dont le modèle d’étude 
est L. Japonicus. Celles à croissance indéterminée qui se développent notamment dans les symbioses 
entre les Rhizobium et les légumineuses des zones tempérées du groupe des Galegoïdes dont le 
modèle d’étude est M. truncatula (Popp and Ott, 2011). La formation de la nodosité représente 
l’aboutissement du processus symbiotique entre la plante et la bactérie. L’organogénèse commence 
très tôt dans l’interaction, en parallèle de l’infection. En effet, la perception des NFs déclenche 
rapidement la division de cellules du péricycle, puis les divisions des cellules du cortex proches du 
point d’infection et d’un pôle vasculaire. Au cours du processus d’infection, un primordium nodulaire 
apparaitra formé de cellules indifférenciées (Crespi and Frugier, 2008). Chez M. truncatula et les 
légumineuses à nodules indéterminés, ce sont les cellules du cortex interne qui se dédifférencient et 
se multiplient. Le primordium nodulaire développe un tissu meristématique au pôle du nodule qui 
conduit à une croissance indéterminée. Par conséquent l’activité meristématique produit de 
nouvelles cellules qui suivent un processus de différenciation dans les différentes zones du nodule 
mature en général de forme allongée. Chez L. japonicus et les légumineuses à nodules déterminés, ce 
sont les cellules du cortex externe qui sont recrutées pour ce processus. Cette activité 
meristématique de la nodosité est transitoire et ne s’exprime que dans les étapes précoces de son 
développement. Ainsi une nodosité ronde à croissance déterminée est formée et toutes les cellules 
sont différenciées en cellules nodulaires matures.  
Chez M. truncatula, pendant le développement du primordium nodulaire, les cordons d’infection 
progressent au sein de la racine jusqu’à atteindre le primordium. Ils sont chargés de transporter les 
bactéries jusqu’à certaines cellules qui se sont différenciées pour les accueillir tandis que certaines 
cellules non infectées s’organisent en un méristème. Lorsque la nodosité se forme, les cordons 
d’infection, sous le méristème, continuent à se développer et forment un réseau branché dans une 
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zone de la nodosité dite d’infection. Les bactéries sont alors entourées par une membrane d’origine 
végétale, appelée membrane péribactéroïde, et vont se différencier en bactéroïde pour former 
ensemble un symbiosome dans l’interzone du nodule. Au sein de celui-ci, les bactéroïdes acquièrent 
la capacité de réduire l’azote atmosphérique en une forme assimilable par la plante hôte, via le 
complexe nitrogénase codé par les gènes nif (nitrogen fixation) qui sera actif dans la zone de fixation 
de la nodosité. Enfin dans les cellules les plus âgées, la fixation de l’azote atmosphérique diminue 
pour finalement former la zone de senescence (Kondorosi, et al., 2013). L’organogénèse de la 
nodosité requiert l’intégration d’un signal symbiotique (facteur Nod) et hormonal et plus 
particulièrement des cytokinines. L’intervention de ces cascades de signalisation modifie localement 
le transport polaire d’auxine, permettant d’activer la division de cellules corticales et le 
développement du nodule (Ariel, et al., 2012, Crespi and Frugier, 2008, Desbrosses and Stougaard, 
2011, Oldroyd, et al., 2011)(Figure 8).  
b. Croissance et ramification du système racinaire. 
Certains microorganismes du sol, bénéfiques pour les plantes, ont un effet sur le développement 
racinaire comme c’est le cas des symbioses mycorhiziennes et fixatrices d’azote. Ces modifications 
sur le développement racinaire de la plante peuvent intervenir avant et pendant l’infection. Chez M. 
truncatula, les exsudats de spores de champignon MA, ainsi que les NFs stimulent la formation de 
racines latérales (Olah, et al., 2005). Cette stimulation est dépendante des gènes DMI1 et DM2 pour 
les exsudats de spores mais aussi du gène DMI3 pour les NFs. Par ailleurs chez le riz, les exsudats de 
spores stimulent aussi la formation de racines latérales sans nécessiter la voie de signalisation 
symbiotique (Gutjahr, et al., 2009, Mukherjee and Ané). Ces résultats suggèrent qu’il existe 
différentes molécules impliquées dans la régulation de la croissance de la plante dans les étapes pré-
symbiotiques. Ces molécules peuvent être des composés de type LCOs dans le cas de la symbiose 
fixatrice d’azote, ainsi que des hormones ou composés volatiles comme chez d’autres 
microorganismes tels que les champignons ectomycorhiziens (Gutjahr and Paszkowski, 2013, 
Sukumar, et al., 2013). La stimulation de la formation de racines latérales (plus largement la 
stimulation du système racinaire des plantes) par des composés chimiques microbiens libérés dans la 
rhizosphère,  semble être un phénomène ubiquitaire dans les symbioses mutualistes. Dans le cas des 
symbioses fixatrices d’azote et mycorhizienne, ce phénomène permet de favoriser le développement 
de jeunes racines, pendant l’étape pré-symbiotique, qui sont les structures préférentiellement 
colonisées par les symbiotes. 
Des modifications de la croissance racinaire peuvent aussi intervenir au cours de l’établissement de 
la symbiose.  Ces modifications sont illustrées par la restauration d’un développement racinaire 
normal par la mycorhization des mutants lrt1 chez le maïs et mami chez L. japonicus. Ces résultats 
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indiquent clairement que le champignon est capable de déclencher au cours de l’infection un 
mécanisme modifiant le système racinaire (Paszkowski and Boller, 2002, Volpe, et al., 2013). 
L’influence sur le développement racinaire de la symbiose peut être en lien avec la nutrition de la 
plante (phosphore, nitrate) connue pour réguler l’établissement des symbioses et pour moduler le 
développement racinaire des plantes (Gutjahr and Paszkowski, 2013, Mohd-Radzman, et al., 2013). 
Par ailleurs, les hormones et plus particulièrement l’auxine, les cytokinines et l’éthylène sont 
impliquées dans l’établissement et la régulation des processus symbiotiques ce qui suggère un 
recouvrement de cette régulation avec celle du développement racinaire (Desbrosses and Stougaard, 
2011, Formey, et al., 2012, Mukherjee and Ané, 2011, Sukumar, et al., 2013). D’autre part, le 
développement du système racinaire ou des symbioses impose des reprogrammations cellulaires et 
tissulaires. A l’origine de ces reprogrammations certains changements transcriptionnels sont 
modulés par des éléments de régulation communs aux deux processus. C’est le cas du facteur de 
transcription EFR (Fromentin non publié) mais aussi des micro-ARNs comme MIR 166 (Boualem, et 
al., 2008), MIR 396 (Bazin, et al., 2013).  
c. Evolution des modifications de l’architecture racinaire par les symbioses. 
L’étude d’un mutant de M. truncatula qui présente un phénotype de développement anormal de 
racine à partir d’un nodule (nodule root : NOOT) a permis d’identifier un gène impliqué dans la 
répression de l’identité racinaire dans le nodule. Cette étude renforce l’hypothèse de l’évolution du 
programme d’organogénèse des nodosités à partir de celui de l’organogénèse racinaire. On notera 
d’ailleurs que l’implication des NFs dans chacun de ces processus met en lumière l’existence d’une 
voie de régulation commune et ancestrale (Couzigou, et al., 2012). On peut donc penser que la 
nodosité est l’équivalent des racines latérales dans la symbiose mycorhizienne. Le processus de 
développement des nodosités serait issu du détournement de celui des racines latérales dont la 
formation a pour objectif d’accueillir les symbiotes dans la symbiose mycorhizienne ancestrale.   
L’ensemble de ces informations correspond tout à fait au concept d’évolution par « bricolage » 
énoncé par François Jacop (Jacob, 1977) selon lequel « L'évolution ne tire pas ses nouveautés du 
néant, elle travaille sur ce qui existe déjà ». En effet, les organismes utilisent les éléments disponibles 
pour inventer de nouvelles fonctions dont ils ont besoin pour vivre dans leur niche écologique, ce qui 
semble être tout à fait le cas pour la symbiose fixatrice d’azote et la symbiose MA. Par exemple, lors 
de l’étape pré-symbiotique, le même dialogue moléculaire à distance est utilisé, impliquant des 
molécules appartenant à la même famille. Dans l’étape d’infection, ce sont les mêmes processus 
cellulaires qui font appel aux mêmes voies de signalisation.  
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Figure 19 : Perte mondiale de la production des six cultures majeures entre 2001 et 2003 causée 
par différents groupes de parasites.  
Les données représentent les pertes moyennes de production des cinq espèces cultivées majeures 
(blé, riz, maïs, pomme de terre et soja). Les « weed » correspond aux plantes parasites, les « Animal 
pests » sont les parasites animaux qui correspondent aux arthropodes, nématodes, rongeurs, oiseaux 
et escargots. Les « pathogens » sont les parasites microbiens correspondant aux champignons et aux 
bactéries. Les pertes potentielles sont les pertes estimées si aucune stratégie de contrôle n’est 
appliquée   
Illustration adaptée de Sefi 2013 
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Dans l’établissement des structures d’échange, les processus de confinement du symbiote sont 
semblables. Enfin les processus d’organogénèse des nodosités probablement issues du processus de 
formation des racines latérales, correspondent vraisemblablement à la spécialisation d’une racine 
requise pour l’accueil des champignons MA en un organe d’accueil des bactéries. C’est pourquoi les 
facteurs symbiotiques semblent stimuler leur formation pour favoriser l’interaction symbiotique.  
Les signaux symbiotiques impliqués dans l’étape précoce de la symbiose tiennent donc une place 
déterminante pour mener à bien l’interaction symbiotique : de manière très précoce pour 
l’activation de la voie de signalisation commune nécessaire au déclenchement du processus 
d’infection, mais aussi à plus long terme en modifiant l’architecture racinaire de la plante colonisée. 
Les connaissances développées dans cette partie de l’introduction seront exploitées dans le premier 
et le dernier chapitre de la thèse.  
 
B. Le parasitisme : mécanismes et réponses de défense des plantes.  
Les microorganismes parasites se développent au détriment de leur hôte en détournant les produits 
de leur métabolisme à leur profit. Ce comportement, associé parfois à la production massive 
d’enzymes lytiques, dirigées vers les composants de la paroi, et de toxines, peut conduire jusqu’à la 
mort des plantes. Les maladies causées par ces microorganismes ont une importance économique et 
sociale par les pertes qu’elles causent sur les cultures, et la menace qu’elles représentent sur la 
sécurité alimentaire, ainsi qu’une importance écologique par les pressions de sélection exercées sur 
l’évolution de leur hôte (Bebber, et al., 2013, Boyd, et al., 2013, Strange and Scott, 2005) (Figure 19). 
Lors de l’infection, les microorganismes parasites sont confrontés au système immunitaire des 
plantes. Ce dernier permet de les reconnaître et d’activer un programme génétique de défense. La 
progression et la prolifération du microorganisme peuvent alors être bloquées dans le cas d’une 
interaction dite « incompatible », où les plantes sont dites résistantes. Dans le cas contraire, le 
parasite est capable de se développer et l’interaction est dite compatible. Les plantes les plus 
sensibles finissent par mourir mais certaines lignées parviennent à contenir ou freiner le 
développement du microorganisme. Ce dernier effectue son cycle biologique mais la plante est 
capable de continuer à se développer, on parle alors de résistance partielle ou de tolérance.   
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Figure 20 : Récepteurs de type « Pattern recognition receptors » (PRR) avec leur ligand connu. 
Le récepteur FLS2 (LRR-RLK) reconnait la flagelline bactérienne (ou l’épitope flg22) chez Arabidopsis, 
la tomate, Nicotianna benthamiana et le riz. Le récepteur EFR (LRR-RLK) spécifique des Brassicacées 
reconnait le facteur d’élongation bactérien Tu (ou l’épitope actif efl18). Le récepteur XA21 (LRR-RLK) 
se lie au peptide Ax21 impliqué dans le « quorum sensing » secrété par le système de sécrétion de 
type I (ou le peptide synthétique de 17 acides aminés sulfatés) chez le riz. Les LysM-RLPs LYM1 et 
LYM3 sont les récepteurs du peptidoglycane bactérien (PGN) et LysM-RLK CERK1 lie faiblement le 
PGN. L’interaction entre LYM1, LYM3, et CERK1 n’a pas été montrée, mais il est possible qu’ils 
fonctionnent comme un complexe de reconnaissance tripartite du PGN chez Arabidopsis. Le PAMP 
fongique xylanase est reconnu par les LRR-RLP Eix1 et Eix2 de tomate. Ave1 est le ligand potentiel 
pour le LRR-RLP Ve1 de tomate, cependant la liaison directe n’a pas encore été montrée. Chez le riz, 
le LysM-RLP CEBiP lie la chitine et interagit avec le LysM-RLK CERK1 pour activer la signalisation 
intracellulaire, alors que chez Arabidopsis, CERK1 est la protéine principale de liaison à la chitine et 
l’interaction avec des protéines proche de CEBiP n’a pas été encore montrée. Chez les légumineuses 
une protéine extracellulaire « β- glucan-binding protein » (GBP) se lie aux heptaglucanes de 
Phytophthora, cependant les informations décrivant comment cette protéine accomplit la 
signalisation ne sont pas disponibles, ici nous faisons l’hypothèse d’une interaction avec une protéine 
transmembranaire. Le LRR-RLP PEPR1 et PEPR2 lient les peptides endogènes AtPeps. Le RLK WAK1, 
qui contient une protéine à domaine EGF-like, est le récepteur des acides oligogalacturonides (OGs) 
dérivés de la paroi cellulaire.  
Illustration adaptée de (Monaghan and Zipfel, 2012). 
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1. L’immunité végétale 
a. Perception des parasites et déclenchement de l’immunité. 
L’immunité des plantes est activée par la reconnaissance des agresseurs, comme c’est le cas chez les 
animaux. Cependant les plantes ne possèdent pas de cellules immunitaires spécialisées (lymphocytes 
T ou B), ni de système de circulation permettant de les transporter pour assurer une surveillance 
dans tout l’organisme. C’est pourquoi chaque cellule de la plante est potentiellement capable de 
déclencher une réaction immunitaire grâce à l’exploitation d’un répertoire de récepteurs très large, 
capables de détecter de manière plus ou moins spécifique le microorganisme agresseur. Ce système 
constitue le système immunitaire inné des plantes (Ausubel, 2005, Spoel and Dong, 2012). Il est 
constitué de plusieurs niveaux de détection des parasites. 
L’immunité induite par les motifs moléculaires des pathogènes (PTI) 
Les plantes sont d’abord capables de détecter des molécules (éliciteurs) microbiennes, qui ont la 
particularité de porter des motifs moléculaires conservés, capables d’induire les défenses des 
plantes, appelés MAMP ou PAMP (Microbe (ou Pathogen) Associated Molecular Patterns). Les 
éliciteurs sont généralement des molécules bien conservées, largement représentées dans une classe 
de microorganismes car ils ont une fonction essentielle pour la survie, et généralement absentes 
chez les plantes. De nature peptidique (flagelline, elicitine), lipidique (ergosterol, acide 
arachidonique), glyco-proteique (CBEL) ou saccharidique (chitine, peptidoglycane), ces molécules, et 
plus particulièrement les PAMPs associés sont reconnues comme des molécules du « non soi » 
(Boller and Felix, 2009, Pel and Pieterse, 2013). Les molécules élicitrices peuvent être d’origine 
végétale, il s’agit alors d’éliciteurs endogènes qui portent des motifs moléculaires appelés DAMP 
(Damage Associated Molecular Patterns). Les DAMP sont souvent issus de la dégradation des cellules 
végétales. D’origine peptidique (AtPEP1), lipidique (monomère de cutine issue de la dégradation de 
la cuticule), saccharidique (oligomères de cellulose et acides oligogalacturoniques (OGA) issus de la 
dégradation de la paroi végétale), les DAMP sont alors reconnus comme du « soi modifié » (Boller 
and Felix, 2009). 
Dans tous les cas, la perception des MAMP ou DAMP s’effectue par des récepteurs appelés « pattern 
recognition receptor » (PRR) qui constitue le premier niveau de reconnaissance du système 
immunitaire des plantes (Jones and Dangl, 2006). Ces récepteurs confèrent une résistance à large 
spectre car ils sont capables de reconnaitre ces molécules conservées et largement présentes chez 
les microorganismes. Ces récepteurs peuvent être des récepteurs à domaine kinase (Receptor-like 
Kinase : RLK), des récepteurs protéiques (receptor like protein : RLP). Les PRR les plus étudiés 
peuvent être classés en deux catégories : (Figure 20) 
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1. Les PRR qui perçoivent un motif peptidique, possèdent un domaine extracellulaire riche en leucine 
extracellulaire (Leucine rich repreat : LRR) : par exemple, le gène FLAGELLIN-SENSING 2 (FLS2) 
d’A.thaliana qui code pour un LRR-RLK reconnaissant la partie conservée N-terminale d’une flagelline 
bactérienne (peptide de 22 acide aminées: Flg22) (Chinchilla, et al., 2006, Zipfel, et al., 2004). Le gène 
EF-Tu receptor (EFR) d’A. thaliana qui code aussi pour un LRR-RLK reconnait un facteur d’élongation 
bactérien (elongation factor thermo-unstable : EF_Tu) (Zipfel, et al., 2006). Les récepteurs PEPR1 et 2 
d’A.thaliana qui codent pour des LRR-RLK perçoivent les DAMP AtPEP (Plant Elicitor 
Peptides)(Bartels, et al., 2013, Huffaker, et al., 2011). 
2. Les PRR, qui perçoivent un motif oligosaccharidique, possèdent un domaine extracellulaire à motif 
de lysine (LysM). En voici quelques exemples : le gène CERK1 (chitin elicitor receptor kinase 1) d’A. 
thaliana qui code pour un LysM-RLK, et le gène CEBiP (chitin oligosaccharide elicitor-binding protein) 
d’Oryza sativa qui code pour un LysM-RLP, perçoivent des fragments chitinique formés d’oligomères 
de N-acétylglucosamine. Les gènes LYM2, LYM3 des LysM-RLP d’A. thaliana sont impliqués dans la 
perception du peptidoglycane (Antolin-Llovera, et al., 2012, Boller and Felix, 2009, Monaghan and 
Zipfel, 2012, Schwessinger and Ronald, 2012). Le gène RBPG1 (Responsiveness to Botrytis 
PolyGalacturonases) code un LRR-RLP d’A. thaliana qui perçoit les endopolygalacturonases de 
Botrytis cinerea (Zhang, et al., 2014). Enfin le gène wall-associated kinase1 (WAK1) d’ A. thaliana qui 
code pour une RLK contenant des domaines EGF-like, impliquée dans la perception des acides 
oligogalacturoniques (Brutus, et al., 2010). 
La reconnaissance des MAMP repose sur la formation de complexes de perception au sein desquels 
les PRR agissent en collaboration avec des partenaires de signalisation ou co-récepteurs. Par exemple 
la perception de la chitine nécessite la formation d’un hétéroduplexe entre les PRR CERK1 et CEBiP 
chez le riz (Shimizu, et al., 2010) alors qu’elle nécessite la dimérisation de CERK1 chez A. thaliana (Liu, 
et al., 2012). D’autres types de protéines peuvent intervenir dans ces complexes récepteurs telles 
que les protéines de la famille des SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinases). Les cas les mieux 
caractérisés sont BAK1 (BRI1 Associated Kinase 1) qui code pour une RLK initialement identifiée dans 
la perception des brassinostéroïdes (Nam and Li, 2002, Sun, et al., 2013), et BKK1 (BAK1-Like1 : 
BKK1). Ils forment un hétérocomplexe avec FLS2, EFR et PEPR1/2 pour percevoir leur MAMP (Roux, 
et al., 2011). Plus récemment des travaux ont montré l’importance de l’interaction entre un « RLK 
Suppressor Of BIR1-1/Evershed » (SOBIR1/EVR) avec différents LRR-RLP Cf 4, Eix2, Ve1(Liebrand, et 
al., 2013, Liebrand, et al., 2014) et RBPG1 (Zhang, et al., 2014) pour déclencher l’immunité.  
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Figure 21 : Vue générale de certains acteurs moléculaires impliqués dans les interactions entre les 
plantes et les parasites. 
Les plantes sont sous la menace continue de bactéries et parasites filamenteux qui se développent dans 
l’espace apoplastique des tissus. Certains parasites produisent des peptides induit par la nécrose ou l’éthylène 
appelé « 1 like protein » (NLPs), qui causent des dégâts dans la membrane cellulaire conduisant à la “cytolyse”. 
Certains champignons sécrètent des endo-polygalacturonases (ePGs) qui hydrolysent la paroi de la cellule des 
plantes. En retour les plantes produisent des protéines inhibitrices des PG (PGIPs) qui interagissent avec les 
ePG fongiques et favorisent l’accumulation de fragments de paroi végétale (DAMP), qui activent la réponse de 
défense des plantes par des récepteurs de DAMP (par exemple un candidat est le récepteur wall-associated 
receptor kinase 1 (WAK1)). Des molécules conservées de type MAMP (microorganism-associated molecular 
patterns) sont produites par les parasites dans l’espace apoplastique et sont perçues par des récepteurs à la 
surface cellulaire appelés pattern-recognition receptors (PRRs; receptor-like kinases (RLKs) or receptor-like 
proteins (RLPs)) ce qui déclenche l’immunité des plantes (PRR-mediated immunity). Les RLks sont composées (i) 
d’un domaine extracellulaire qui est responsable de la perception des PAMPs (grâce au domaine Leu-rich 
repeat (LRR) ou au domaine LysM, qui détectent respectivement des ligands peptidiques ou 
oligosaccharidiques) et (ii) un domaine intracellulaire de type kinase qui active une cascade de signalisation. 
Certains PRR recrutent des corécepteurs pour initier cette cascade de signalisation (par exemple BRI1-
ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1)). Les RLP peuvent reconnaitre des élicitines (petites protéines 
secrétées par les parasites) et induire la mort cellulaire pour limiter la propagation du parasite. Les parasites 
secrètent des effecteurs dans l’apoplasme (effecteur apoplastique) ou les délivrent dans la cellule de l’hôte 
(effecteur cytoplasmique) pour perturber la physiologie de la cellule végétale. Les effecteurs apoplastiques 
peuvent interférer avec la perception des MAMPs, tandis que les effecteurs cytoplasmiques migrent vers des 
compartiments cellulaires pour effectuer leurs activités déclenchant la sensibilité (effector-triggered 
susceptibility) ou dans d’autres cas la résistance (effector-triggered resistance). Les plantes possèdent des 
récepteurs intra-cellulaires de type nucleotide-binding (NB)-LRR pouvant reconnaitre les effecteurs 
cytoplasmiques soit directement soit indirectement pour déclencher l’immunité (NB-LRR-mediated immunity). 
P, phosphate; T3SS, type III secretion system. Illustration adaptée de (Wirthmueller, et al., 2013). 
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La perception des éliciteurs, suite à la formation des complexes de récepteurs, permet de déclencher 
des cascades de signalisation qui agissent pour induire le système immunitaire des plantes. Les 
phénomènes d’auto ou de trans-phosphorylation s’opèrent dans le complexe récepteur et 
déclenchent une cascade de phosphorylation de protéines cytoplasmiques impliquant les protéines « 
mitogen associated protein kinase » (MAPK) (Park, et al., 2012). Parallèlement, une production de 
ROS  participe à l’activation des défenses, comme l’eau oxygénée (Daudi, et al., 2012) et l’oxyde 
nitrique (NO) (Leitner, et al., 2009). Les variations de flux de calcium cytoplasmique,  perçues par des 
protéines senseurs calciques de type « calcium-dependent protein kinases » (CDPK), et calmoduline 
(CAM), servent également à contrôler de manière spécifique ou redondante l’activation ou la 
synthèse de facteurs de transcription, d’enzymes, d’hormones, de peptides et de composés 
antimicrobiens impliqués dans la résistance aux agents pathogènes (Boudsocq and Sheen, 2013, 
Tena, et al., 2011). (Figure 21) 
L’immunité induite par les effecteurs (ETI) 
Pour contourner ce premier niveau de défense, les microorganismes peuvent empêcher leur 
détection en modifiant la structure reconnue du PAMP ou en perturbant la reconnaissance du PAMP 
par le PRR (Pel and Pieterse, 2013). Ils peuvent aussi interférer dans la transduction du signal et la 
mise en place de la PTI grâce à la production de molécules généralement protéiques appelées 
effecteurs (Hogenhout, et al., 2009). Ces derniers peuvent être sécrétés dans l’apoplasme ou le 
cytoplasme. Il peut s’agir d’enzymes de dégradation de la paroi des cellules végétales, de toxines, ou 
de protéines inhibitrices des enzymes hydrolytiques antimicrobiennes (chitinases, glucanases, 
protéases) produites par la plante (Dou and Zhou, 2012). Il existe aussi d’autres effecteurs qui 
interfèrent directement avec la perception des PAMPs, comme des protéines à domaine LysM qui 
masquent les fragments de chitine microbiens afin qu’ils ne soient pas perçus par la plante (de Jonge, 
et al., 2010). Les effecteurs injectés ou transférés dans le cytoplasme peuvent circuler dans différents 
compartiments cellulaires et organelles pour interférer avec l’activation de la défense. Les cibles des 
effecteurs sont très variées : il peut s’agir  des complexes de récepteurs formés par les PRR des MAPK 
ou des facteurs de transcription localisés dans le noyau. Dans chaque cas le but est d’empêcher la 
mise en place de la défense (Dou and Zhou, 2012, Win, et al., 2012). Pour bloquer l’action des 
effecteurs, les plantes ont mis en place un deuxième niveau de défense qui repose sur des protéines 
dites « de résistance » essentiellement localisées dans le cytoplasme. Ces protéines de résistance 
sont des récepteurs qui possèdent une structure commune composée d’un domaine riche en leucine 
(Leucine Rich Repeat : LRR) dans l'extrémité carboxy-terminale, suivi d’un domaine central conservé 
appelé « nucleotide binding site » (NBS) et d’une structure variable à l’extrémité N-terminale qui 
différencie les deux groupes majeurs.. 
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Figure 22 : Un modèle en zig-zag illustrant de manière évolutive et quantitative le système 
immunitaire végétal.  
Dans ce schéma, l’amplitude maximale de la résistance ou de la sensibilité à la maladie est 
proportionnelle à PTI-ETS+ETI. Dans la phase 1, les plantes détectent les MAMPs (losange rouge) via 
les PRRs pour déclencher la PTI. En phase 2, le parasite adapté délivre des effecteurs qui interfèrent 
avec la PTI et induisent l’ETS permettant la nutrition et la dissémination du parasite. En phase 3, un 
effecteur (en rouge) est reconnu par une protéine NB-LRR qui active l’ETI, une version amplifiée de la 
PTI qui peut culminer en une réponse de type HR. En phase 4, les isolats d’agents pathogènes ayant 
perdu ou acquis certains effecteurs (en bleu) par transfert horizontal, sont sélectionnés et peuvent 
supprimer l’ETI. La sélection favorise alors de nouveaux allèles de NB-LRR à même de reconnaître un 
des nouveaux effecteurs acquis résultant à nouveau en une ETI. 
PTI : PAMP Trigger Immunity ; ETS : Effector Trigger Suceptibility ; ETI : Effector Trigger Immunity 
Illustration adaptée de (Jones and Dangl, 2006). 
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Un groupe est constitué des NB-LRR qui possèdent  un domaine Coiled coiled (CC) et l’autre groupe 
correspond à ceux qui possèdent un domaine  Toll/interleukin 1-like receptor (TIR). Le Domaine LRR 
est impliqué dans la perception de sa cible, le domaine NBS est impliqué dans l’activation du 
récepteur et enfin le domaine à l’extrémité N-terminale est impliqué dans la signalisation en aval de 
la reconnaissance (Takken and Goverse, 2012). Ces protéines agissent comme des récepteurs qui 
reconnaissent le non soi (effecteurs) ou le soi modifié (protéines modifiées par un effecteur) pour 
déclencher une réaction immunitaire aujourd’hui connue sous le nom de « Effector triggered 
Immnunity » (ETI) (Jones and Dangl, 2006). Qualifiée également de résistance « gène pour gène » ou 
de résistance qualitative, l’ETI se traduit le plus souvent par l’activation au site d’infection d’un 
programme de mort cellulaire programmée appelé «réponse d’hypersensibilité» (HR) (Coll, et al., 
2011). Cette résistance impose une forte pression de sélection sur le parasite qui ne peut accomplir 
son cycle de reproduction et conduit très souvent au contournement de cette résistance soit par une 
mutation de l’effecteur reconnu soit par la mise en place de nouveaux effecteurs capables de 
bloquer l’ETI. Parallèlement, pour bloquer ces nouveaux effecteurs, la plante doit compter sur ses 
nombreux gènes de résistance, qui sont très souvent regroupés dans le génome, constituant ainsi un 
répertoire de récepteurs immunitaires.  
Une vue simplifiée du système immunitaire des plantes et de sa co- évolution avec les parasites est 
représentée par le « modèle en Zig-zag » qui décrit les différents niveaux de l’immunité végétale 
(Jones and Dangl, 2006) (Figure 22). Cependant les modèles sont souvent des généralisations à partir 
de quelques exemples connus au moment de leur création, et ne constituent donc qu’une base de 
travail, probablement incomplète, pour comprendre des systèmes plus complexes. De plus en plus 
d’études indiquent que la séparation entre PAMPs et effecteurs, et entre PRR et protéines de 
résistance, et donc entre PTI et ETI n’est pas aussi marquée. Il existerait plutôt un recouvrement 
entre ces deux types de réponse immunitaire où la résistance serait déterminée par des récepteurs 
immunitaires (PRR et NBS-LRR) reconnaissant des ligands (MAMPs et effecteurs) pour activer la 
défense des plantes (Thomma, et al., 2011). 
2. La résistance quantitative. 
Le paradigme proposé sur le déclenchement de l’immunité par les PAMPs ou effecteurs des parasites 
a focalisé l’intérêt de la communauté scientifique sur la compréhension des mécanismes en jeu lors 
de la PTI et de l’ ETI. Cependant d’autres stratégies de résistance sont mises en œuvre par les plantes 
pour bloquer l’infection. La résistance partielle, ou quantitative, consiste à réduire l’infection plus 
qu’à l’éradiquer. Malgré l’importance de son utilisation en agriculture, les mécanismes moléculaires 
sous-jacents sont très peu connus (Poland, et al., 2009). 
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a. Déterminisme génétique 
La résistance quantitative est décrite dans la littérature par de nombreux termes tels que 
« horizontale », « incomplète », « partielle », « polygénique », « complexe », « à large spectre », 
« durable » et « champs». Cette terminologie reflète souvent son opposition à la résistance 
qualitative appelée : « verticale », « complète », « totale », « monogénique », «spécifique », 
« contournable ». Cette diversité de dénomination souligne les différents intérêts et contextes de 
son utilisation (St Clair, 2010). Ils peuvent faire référence aux phénotypes observés (quantitative, 
incomplète, partielle et horizontale), aux bases génétiques sous-jacentes aux phénotypes de 
résistance (polygénique, complexe) ou encore à des caractéristiques épidémiologiques de la 
résistance (durable, large spectre d’hôte). Dans le cadre de mon travail nous utiliserons le terme de 
résistance quantitative dans le sens qui caractérise la distribution continue de phénotypes de 
résistance (ou sensibilité) dans une population, car elle s’exprime par une réduction de la maladie et 
non par une absence de maladie. Je n’emploierai pas le terme polygénique car celui-ci présuppose le 
contrôle de la résistance par plusieurs gènes ce qui n’est pas nécessairement le cas. Les termes 
« durable » et « large spectre d’hôte » peuvent porter à confusion et feront l’objet d’une discussion 
dans un paragraphe ci-dessous. 
Cette distribution continue ou quantitative de phénotypes de résistance est déterminée par des 
facteurs génétiques, environnementaux et l’interaction entre les deux. Le déterminisme génétique 
sous-jacent peut être simple si la résistance est contrôlée par un gène, et dans ce cas une forte 
influence de l’environnement pourra générer une distribution continue du phénotype. Si le 
déterminisme est complexe c’est-à-dire contrôlé par plusieurs gènes, la distribution de ces gènes et 
leur combinaison dans une population génère une variabilité continue du phénotype de résistance. 
Par ailleurs, des effets d’épistasie (interaction entre deux gènes/loci) ou pléiotropiques (un 
gène/locus contrôle plusieurs caractères) peuvent intervenir dans l’expression de la résistance (St 
Clair, 2010). 
Des analyses génétiques basées sur la comparaison des phénotypes et du génotype des individus 
d’une population structurée (parentale ou naturelle) conduisent à l’identification de loci qui sont 
associés à la résistance. Dans la plupart des cas, la résistance quantitative est sous le contrôle de 
plusieurs loci qui ont des effets plus ou moins importants sur le phénotype. Chaque locus peut être 
caractérisé par son héritabilité, son interaction avec l’environnement et son interaction avec d’autres 
loci. Les techniques analytiques utilisées pour réaliser les analyses génétiques seront abordées dans 
la troisième partie de l’introduction. 
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b. Mécanismes sous-jacents de la résistance quantitative  
A l’heure actuelle les mécanismes sous-jacents de la résistance quantitative sont peu élucidés. Peu 
de gènes ont été identifiés et aucun mécanisme de résistance particulier ne semble émerger des 
fonctions moléculaires auxquelles ils peuvent participer. Cependant plusieurs hypothèses ont été 
formulées. Elles sont basées sur la connaissance des stratégies de virulence des parasites et de 
défenses des plantes (Poland, et al., 2009). Ainsi la résistance quantitative pourrait être contrôlée par 
des gènes impliqués dans les activités biologiques suivantes : 
 La régulation de la morphologie et des processus de développement des plantes.  
 La défense basale ou du polymorphisme dans les récepteurs immunitaires (RLK) impliqués 
dans la perception des microorganismes parasites.  
 La synthèse de composés antimicrobiens ou impliqués dans la détoxification des 
phytotoxines comme le gène LR34 qui code pour un homologue de transporteur ATP-binding 
cassette (ABC). 
 La transduction des signaux de défense comme le RKS1 codant pour une protéine à domaine 
kinase atypique. 
 Le système immunitaire de type ETI, comme le gène Pb1 qui a une structure de NB-LRR 
atypique. 
 Des processus inconnus qui font intervenir des gènes dont la fonction est soit inconnue soit 
difficilement associable à un processus connu comme le locus Rhg1. 
Les connaissances sur la nature moléculaire des mécanismes sous-jacents aux résistances 
quantitatives restent donc peu fournies. Aucune conclusion générale ne peut être avancée, 
cependant certaines hypothèses ont pu être confirmées. 
c. Nature moléculaire des gènes sous-jacents aux résistances quantitatives 
De nombreuses études ont permis d’identifier des loci de résistance quantitative à différents 
parasites d’espèces modèles et cultivées. En revanche, seules quelques-unes ont permis 
l’identification, le clonage et la validation fonctionnelle du gène sous-jacent aux loci majeurs de la 
résistance quantitative. Les paragraphes suivants décrivent huit études qui ont permis de réaliser un 
tel travail. 
Le locus Lr34 (leaf rust 34), identifié depuis longtemps chez le blé (Triticum aestivum) confère une 
résistance à large spectre pour le blé contre la rouille brune (Puccinia triticina), la rouille jaune ( P. 
striiformis) et contre l’oïdium (Blumeria graminis). Ce locus a été largement utilisé dans les 
programmes d’amélioration du blé au point qu’il est présent dans plus de 50% des cultivars de blé 
dans le monde. Il confère une résistance durable depuis plus de 50 ans. Le gène sous-jacent a été 
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récemment caractérisé : il code pour un homologue de transporteur ABC (Krattinger, et al., 2009, 
Krattinger, et al., 2011). Ce gène est présent chez les cultivars résistants et sensibles, les allèles 
diffèrent par la présence de trois types de polymorphisme dont deux associés à un changement 
d’acide aminé. Ce gène pourrait être impliqué dans le processus de senescence des feuilles associé à 
la résistance. Sinon il pourrait contribuer au processus d’export de composés toxiques qui affectent 
la croissance des parasites, comme son homologue bien connu chez A.thaliana (PEN3/PDR8). Ce 
gène est  impliqué dans la résistance non hôte chez A.thaliana (Stein et al., 2006) aux champignons  
Blumeria graminis, Plectosphaerella cucumerina et à l’oomycète Phytophthora infestans. Il participe 
notamment au transport des composés toxiques de type glucosinolate dans les papilles formées au 
site d’infection en réponse à la perception de PAMPs (Stein, et al., 2006, Underwood and Somerville, 
2013).  
Le locus Yr36 confère une résistance à large spectre chez le blé (Triticum aestivum) contre la rouille 
jaune (P. striiformis) à forte température (25°C to 35°C). Le gène sous-jacent code une protéine 
comportant un domaine kinase proche de celui des proteines de type Wall-associated kinase-like et 
un domaine « STeroidogenic Acute Regulatory protein-related lipid Transfer domain » (START) et a 
été rebaptisée WHEAT KINASE-START 1 (WKS1). Le gène WKS1 est seulement présent dans les 
cultivars résistants, il confère la résistance lorsqu’il est surexprimé à forte température (35°C). 
L’association de ces deux domaines est une structure originale car elle n’est retrouvée dans aucun 
autre organisme. Le domaine START est connu pour être impliqué dans la perception, le transport et 
le métabolisme des lipides. Celui-ci serait peut être en mesure de percevoir des composés lipidiques 
induisant un changement conformationnel qui initierait une cascade de transduction par le domaine 
kinase  (Fu, et al., 2009). 
Le locus Pi21 est un locus majeur de la résistance à large spectre chez le riz (O. sativa L.) contre la 
pyriculariose causée par Magnaporthe oryzae. Ce locus confère une résistance durable depuis plus 
de cent ans. En revanche son utilisation dans les lignées élites est réduite car il est fortement lié à des 
caractères agronomiques indésirables. Le gène responsable de cette résistance code pour une 
protéine avec un domaine « heavymetal–transport/detoxification protein » dans la partie N-
terminale. L’allèle sensible porté par la majorité des cultivars, régule négativement la résistance. 
L’allèle résistant porte une double délétion dans une région riche en proline probablement impliquée 
dans des interactions protéine/protéine et lui confère une perte de fonction (Fukuoka, et al., 2009).  
Le locus pb1 (Panicle blast 1) confère une résistance durable et à large spectre d’hôte depuis plus de 
trente ans au riz (O. sativa L.) adulte contre la pyriculariose sur les panicules. Le gène impliqué code 
pour une protéine appartenant à la famille des CC-NB-LRR avec une structure atypique au niveau des 
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domaines NB et CC. L’allèle résistant porte une zone répétée dans laquelle se situe le gène pb1, alors 
que l’allèle sensible ne présente pas de zone répétée. Le patron d’expression de ce gène au cours du 
développement de la plante (niveau d’expression et cinétique d’expression) est déterminant dans 
l’expression de la résistance à l’âge adulte (Hayashi, et al., 2010). Plus récemment la même équipe de 
recherche a montré que la résistance du gène pb1 dépend de son interaction avec le facteur de 
transcription WRKY45, un activateur des défenses impliqué dans la résistance induite par la voie de 
l’acide salicylique. L’interaction entre pb1 et WRKY45 protègerait celui-ci de la dégradation par le 
protéasome pour promouvoir la résistance (Inoue, et al., 2013). 
Le locus Rhg1 (resistance to Heterodera glycines 1) est un locus majeur qui confère la résistance chez 
le soja (Glycine max) à un nématode à cystes (Heterodera glycines) parasite des racines. Trois gènes 
localisés dans ce locus sont impliqués dans cette résistance. Ils  codent pour un transporteur d’acide 
aminé, une protéine  α-SNAP impliquée dans le trafic membranaire et une protéine avec un domaine 
« wound-inducible protein 12» (WI12). Le locus Rhg1 confère la résistance par un polymorphisme 
d’expression coordonnée des trois gènes, qui dérive de la variabilité du nombre de copies du locus  
Rhg1. Les lignées résistantes peuvent porter jusqu’à dix copies du locus alors que les lignées 
sensibles n’en portent qu’une seule. Le mécanisme biochimique et moléculaire de cette résistance 
reste inconnu au vu du peu d’informations disponibles sur ces types de protéines et encore moins sur 
leur synergie (Cook, et al., 2012) 
Le locus Rhg4 (resistance to Heterodera glycines 4) est aussi un locus majeur qui confère la résistance 
chez le soja au nématode à cystes (H. glycines). Le gène concerné code pour une enzyme, la serine 
hydroxymethyltransferase (SHMT). Cette enzyme, très ubiquitaire chez les organismes vivants, est 
impliquée dans le métabolisme carboné où elle participe à la conversion de la serine en glycine. Les 
allèles résistants et sensibles diffèrent par du polymorphisme de séquence qui modifie des acides 
aminés dans le site de liaison au ligand affectant ainsi son activité. La modification de l’activité de 
cette enzyme pourrait affecter la nutrition des nématodes dans les cellules nourricières (Liu, et al., 
2012). 
Le locus QRX3 (Quantitative Resistance to Xcc568) est un locus majeur de résistance d’A. thaliana à la 
bactérie phytopathogène Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) souche 568. Le gène sous-
jacent code une protéine (Resistance related KinaSe1 : RKS1) qui présente des réarrangements dans 
le domaine kinase, conduisant à son inactivité. La régulation de l’expression de ce gène (forte 
expression dans les feuilles des lignées résistantes) semble être la composante majeure de cette 
résistance quantitative (Huard-Chauveau, et al., 2013). 
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d. Notion de durabilité et de large spectre d’hôte de la résistance.  
Les notions de durabilité et de large spectre d’hôte sont souvent associées à la résistance 
quantitative alors que la résistance qualitative est dite spécifique et rapidement contournable 
(Parlevliet, 2002). Ces caractéristiques épidémiologiques sont importantes d’un point de vue 
économique pour le développement de semences performantes contre les maladies et d’un point de 
vue écologique car elles influencent la coévolution entre l’hôte et son parasite (ref biblio Jones et 
Dangl).  
La résistance est considérée comme étant durable si elle est toujours efficace après utilisation 
prolongée sur de grandes surfaces de culture, dans un environnement propice au développement du 
parasite (Johnson, 1983, Johnson, 1984). La durabilité de la résistance est la conséquence de la 
nature de la résistance des plantes et du potentiel évolutif du parasite. Cependant le facteur majeur 
qui détermine la durabilité de la résistance est probablement le potentiel d’évolution du parasite 
(McDonald and Linde, 2002). Les stratégies de déploiement de ce type de résistance impliquent de 
ralentir l’évolution de variants virulents en maximisant les obstacles évolutionnaires requis pour que 
le parasite contourne la résistance (Michelmore, et al., 2013). Pour cela la résistance quantitative 
présente l’avantage d’être polygénique, le contournement d’un seul gène apporte un avantage 
sélectif mineur au parasite car d’autres gènes de résistances sont présents. L’agent pathogène devra 
combiner le contournement de plusieurs gènes pour surmonter la résistance réduisant 
considérablement la probabilité d’une telle possibilité. Cette stratégie est aussi mise en œuvre par le 
déploiement de gènes de résistance de type qualitative qui sont combinés dans un génotype pour 
diversifier la pression et la direction de sélection du parasite (Michelmore, et al., 2013). La 
complexité génique d’une résistance n’est pas la seule stratégie impliquée dans la durabilité, par 
exemple les loci LR34, pi21, Pb1 de résistance quantitative confèrent une résistance durable par le 
biais d’un seul gène. Dans ces cas, le caractère durable de ces loci de résistance est 
vraisemblablement dû à leur effet partiel. Comme le parasite peut réaliser son cycle de reproduction, 
la pression de sélection exercée par la résistance sur le parasite pour la contourner est diminuée 
(Kou and Wang, 2010, Michelmore, et al., 2013). Enfin l’association de ces deux caractéristiques 
prédispose certainement les résistances quantitatives à être plus durables. La caractéristique de 
durabilité des résistances quantitatives permet de mettre en place de nouvelles stratégies de lutte 
contre les maladies des plantes. Récemment plusieurs études ont montré l’intérêt de combiner des 
QTLs de résistance quantitative avec des gènes de résistance qualitative (Brun, et al., 2010, Palloix, et 
al., 2009). La résistance quantitative additionnelle permettrait de protéger le gène majeur de son 
contournement (Quenouille, et al., 2013).  
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Figure 23 : Comparaison de différentes formes de résistance des plantes aux parasites.  
L’axe horizontal relate l’apparition évolutive des différents mécanismes de résistance. L’antipathie 
est le plus vieux mécanisme et l’ETI (effector-triggered immunity) est le plus récent. La barre sous 
l’axe horizontal montre la complexité du contrôle génétique des différents mécanismes : la zone 
rouge correspond aux mécanismes complexes et la zone bleue aux mécanismes simples. Les gènes 
majeurs contrôlent l’ETI, alors que l’antipathie et l’entrave ont un déterminisme génétique complexe. 
L’axe vertical reflète le spectre d’hôte et la durabilité de la résistance conférés par ces différents 
mécanismes. L’antipathie est le mécanisme le plus durable et possède le plus large spectre d’hôtes, 
alors que l’ETI est le plus spécifique et le moins durable des mécanismes de résistance.  
Illustration adaptée de (Seifi, et al., 2013) 
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D’autre part le spectre d’action de la résistance quantitative influence la pression de sélection 
exercée sur les parasites ce qui pourrait avoir un effet sur la durabilité de celle-ci (Lê Van, et al., 
2013). La résistance est considérée comme étant  à large spectre d’hôte lorsqu’elle est efficace 
contre au moins deux espèces de parasites ou contre la majorité des races d’un même parasite 
(Wisser, et al., 2005). Les mécanismes de résistance sous-jacents sont peu connus mais présupposent 
qu’ils soient dirigés vers des mécanismes de virulence ubiquitaires.  
Les rares connaissances sur la résistance quantitative nous imposent souvent de la présenter par 
rapport à la résistance qualitative. Mais aujourd’hui les connaissances acquises nous permettent de 
penser qu’en réalité ces deux réactions immunitaires seraient placées aux deux extrémités d’une 
échelle de « réaction immunitaire aux mécanismes moléculaires nuancés » (Poland, et al., 2009). 
En résumé la résistance des plantes contre les maladies est un phénomène complexe qui englobe 
plusieurs echelle et mécanismes d’action. Ces mécanismes interviennent à différents niveaux de 
l’interaction entre la plante et ses parasites qui conduisent ou pas à l’apparition de la maladie. 
Récemment, Seifi et al., 2013 ont proposé un modèle de classification des mécanismes de résistance 
en trois classes : l’antipathie, l’entrave et la défense. Dans ce modèle ils proposent que la résistance 
quantitative participe à l’entrave alors que la résistance qualitative est un mécanisme de défense 
spécialisé. La figure 23 illustre les différences entre ces stratégies en relation avec le spectre d’hôte, 
la durabilité et leur ordre d’apparition au cours de l’évolution.  
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III. Concepts, stratégies et outils développés pour l’analyse 
des caractères quantitatifs chez les plantes 
La variation phénotypique (morphologique, physiologique ou comportementale) est caractéristique 
des populations d’une espèce, qu’elles soient naturelles ou sélectionnées par l’homme (Darwin, 
1859). Une question centrale en biologie est d’estimer la contribution des facteurs biologiques, plus 
particulièrement génétiques, et des facteurs environnementaux à la variation phénotypique 
observée sur un caractère particulier. Les travaux pionniers de Gregor Mendel sur les lois de 
transmission héréditaire des caractères phénotypiques (Mendel and Bateson, 1925) ont stimulé une 
multitude de travaux théoriques et expérimentaux dès le début du XXème siècle, à l’origine de 
l’émergence de la génétique statistique moderne (quantitative et populationnelle) dont l’essor fut 
accéléré par la découverte des gènes comme «support de l’information héréditaire nécessaire à 
l’expression des caractères phénotypiques» (Johannsen, 1909, Johannsen, 1911), autrement dit par 
la génétique moléculaire. 
Chez les plantes, comme chez tout autre type d’organisme, le développement, la performance et 
l’adaptation relèvent d’informations portées par des gènes dont l’expression varie plus ou moins 
avec l’environnement, produisant ainsi un phénotype individuel. Ce concept peut se synthétiser par 
une équation simple dans laquelle la valeur phénotypique (P) mesurée chez un individu, est la 
somme des effets génotypiques (G), environnementaux (E), ainsi que ceux de l’interaction entre les 
deux (IGE): P = G + E + IGE.(Falconer and Mackay, 1996). 
A l’échelle d’une population, la variabilité phénotypique est le résultat de la variabilité génétique 
associée à la variabilité environnementale. Comprendre la relation entre la variation phénotypique et 
la variation génétique permet d’envisager des applications très importantes en agriculture (améliorer 
les rendements et la qualité des semences) mais aussi mieux comprendre les processus d’évolution 
adaptative des populations (Bergelson and Roux, 2010, Mackay, et al., 2009). Dans cette perspective, 
les analyses génétiques se fondent sur la comparaison entre la variabilité phénotypique et le 
polymorphisme génétique pour identifier des corrélations qui permettent d’associer des marqueurs 
génétiques (ou des gènes) à l’expression d’un caractère phénotypique. 
A. Variabilité phénotypique. 
La variabilité phénotypique d’un caractère peut s’exprimer dans certains cas de façon discontinue, 
comme c’est le cas pour la résistance qualitative des plantes qui présentent un phénotype soit 
résistant (le plus souvent via une réaction hypersensible), soit un phénotype sensible.  
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Figure 24  Schéma conceptuel du phénotypage de plantes applicable en particulier aux 
infrastructures à l’environnement contrôlé.  
Le développement de la capacité de criblage de collection de plantes pour améliorer les caractères 
agronomiques requiert une approche multidisciplinaire. Globalement, ce schéma offre une vue 
simplifiée des étapes clef et des éléments pour l’installation réussie d’une structure de phénotypage 
à grande échelle. Le design expérimental inclut une capacité suffisante pour supporter un 
phénotypage à grande échelle, incluant des infrastructures de culture de plante adéquates, la 
surveillance et la simulation de l’environnement, l’acheminement des substrats, et, si nécessaire, des 
installations de niveau de sécurité biologique à grande échelle. Les analyses quantitatives bénéficient 
des nouvelles technologies non invasives mais requièrent des protocoles expérimentaux standardisés 
incluant des calibrations de capteurs et la définition précise des procédures de traitement des 
données brutes, comme des bonnes pratiques de phénotypage.  
L’étape de gestion des données inclut l’espace de stockage et les logiciels pour les analyses 
numériques et statistiques. Le résultat des interprétations requiert l’intégration des métadonnées 
expérimentales dans les schémas de données pour la mesure des caractères phénotypiques. Cette 
architecture implique un lien direct entre les paramètres des plantes mesurés et les conditions 
environnementales, permettant l’analyse de l’interaction entre les gènes et l’environnement (GXE) et 
la modélisation de la réponse phénotypique.  
Illustration adaptée de (Fiorani and Schurr, 2013) 
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Dans d’autres cas, elle peut s’exprimer de façon continue ou quantitative, comme dans la résistance 
quantitative, où le phénotype est «mesuré» et correspond à une valeur que l’on peut positionner sur 
une échelle continue.  C’est dans ce cadre que se situent les travaux décrits dans ce travail de thèse. 
Pour réaliser ce type d’analyse il est nécessaire de capturer la variabilité phénotypique avec des 
paramètres directs ou indirects (Araus, et al., 2008). La précision des paramètres phénotypiques, 
ainsi que leur robustesse, sont importants pour les analyses génétiques, mais ces aspects n’ont 
jusqu’ici retenu que peu d’attention (Ingvarsson and Street, 2011, Zhu, et al., 2008). En effet la 
demande croissante en amélioration des processus de sélection variétale a mis en valeur le fossé qui 
existe entre l’acquisition des données phénotypiques et celle des données génétiques. Les progrès 
techniques réalisés pour la caractérisation de l’ADN par des méthodes à très haut débit n’ont pas été 
suivis par des progrès analogues pour l’analyse des phénotypes. A l’heure actuelle il existe un vrai 
défi pour disposer de méthodes de phénotypage précises, efficaces et rapides afin d’améliorer la 
sélection génomique (Cabrera-Bosquet, et al., 2012, Jannink, et al., 2010). Ces vingt dernières 
années, les techniques d’acquisition de l’information génétique ont beaucoup progressé, tandis que 
le développement de techniques innovantes de phénotypage n’est apparu que très récemment. Un 
champ de recherche multidisciplinaire développe des technologies non, ou très peu, invasives pour 
caractériser la réponse des plantes en condition contrôlée ou en champs (Cabrera-Bosquet, et al., 
2012, Cobb, et al., 2013, Fiorani and Schurr, 2013). (Figure 24) Travailler avec des plantes est ici un 
avantage puisque l’utilisation de lignées fixées permet de phénotyper des individus génétiquement 
identiques plusieurs fois dans un ou plusieurs environnements. Les données peuvent alors être 
utilisées pour estimer une moyenne phénotypique pour la lignée étudiée, dont la valeur sera 
certainement moins biaisée par l’effet de l’environnement ou par des erreurs de mesure. Par ailleurs, 
les réplications d’expériences entre environnements différents permettent d’estimer l’effet 
d’interaction entre l’environnement et le génotype (GxE) pour affiner alors la mesure de la 
contribution du génotype dans l’expression du caractère d’intérêt (Ingvarsson and Street, 2011). 
B. Polymorphisme génétique 
Les marqueurs génétiques sont nécessaires pour évaluer la variabilité génétique des individus et 
permettre de suivre la variation allélique d’un locus d’intérêt dans une population. Depuis les années 
80, les marqueurs génétiques sont devenus majoritairement des marqueurs moléculaires qui 
révèlent directement le polymorphisme de séquence de l’ADN. Ce polymorphisme génétique est 
généré par des mutations ou des réarrangements chromosomiques, provoqués par des 
recombinaisons, des duplications ou des éléments transposables.  
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Figure 25 : Comparaison des différents marqueurs moléculaires (Schlötterer, 2004) 
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Figure 26: Représentation schématique du déséquilibre de liaison (DL) et de l’équilibre de liaison 
entre deux loci.  
(a) Quand le DL est présent, tous les individus qui ont un allèle rouge au locus 1 ont un allèle bleu au 
locus 2.  
(b) Quand il y a équilibre de liaison, un individu avec un allèle rouge au loci 1 peut avoir n’importe 
quel allèle au locus 2. Les tables de contingence correspondantes et les valeurs de l’index de DL (D’) 
sont situées en bas. L’exemple hypothétique montre seulement quelques individus, et la 
significativité statistique peut être calculée par le test exact de Fisher : P value pour (a) est 0,001; 
pour (b), est 0,716. 
Illustration adaptée de (Rafalski, 2002) 
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Figure 27: La publication de R. A. Fisher de 1918:  
« The correlation between relatives on the supposition of Mendelian inheritance », résout le conflit 
amer entre les biométriciens et les Mendéliens, qui fait rage depuis une décennie et la redécouverte 
des travaux de Mendel. Fisher a montré qu’un caractère quantitatif complexe peut être expliqué par 
l’hérédité Mendélienne si plusieurs gènes influencent le caractère. En croisant deux plantes, les 
expériences de Mendel ont montré qu’un locus unique avec deux allèles à fréquence égale résulte en 
trois génotypes (figure a). Si les effets alléliques sont additifs, les trois génotypes produisent trois 
phénotypes. Dans le cas des caractères Mendéliens quantitatifs, l’effet allélique montre une 
dominance complète, donc deux phénotypes sont observés. Cependant supposons un effet égal ou 
additif, deux gènes produisent 9 génotypes et 5 phénotypes (b) et 3 gènes produisent 27 génotypes 
et 7 phénotypes (c). Avec des effets allélique inégaux et non additifs et quelques influences 
environnementales, 3 gènes devraient résulter en une courbe normale de variation continue (d). 
Cette logique suppose des allèles communs; les allèles rares biaiseront la distribution. Les recherches 
à l’échelle du génome suggèrent que plus de trois gènes influencent la plupart des caractères, et 
soulignent l’espérance que les caractères polygéniques sont quantitatifs. 
Illustration adaptée de (Plomin, et al., 2009) 
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Les marqueurs moléculaires utilisés peuvent être générés par l’exploitation d‘enzymes de restriction, 
comme c’est par exemple le cas des marqueurs RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism); 
par amplification par PCR comme les microsatellites (SSR), les RAPD (Randomly Amplified 
Polymorphic DNA) ou les AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms); par détection de 
polymorphisme au niveau d’un seul nucléotide (SNP:Single Nucleotide Polymorphism) ou enfin par 
séquençage direct (Schlötterer, 2004)(Figure 25). Les méthodes de séquençage de nouvelles 
générations (Next Generation Sequencing : NGS) ont permis, dans ce cadre-là, de mettre à 
disposition des outils haut-débit d’identification, de validation et d’évaluation de marqueurs 
génétiques dans les populations à l’échelle du génome (Davey, et al., 2011). Les stratégies d’analyse 
génétique visant à identifier les gènes causaux nécessitent d’utiliser des marqueurs moléculaires 
répartis de manière régulière sur le génome pour constituer une carte génétique de l’organisme 
étudié. Le génotypage des individus pour chaque marqueur permet de capturer la variabilité 
génétique dans la population étudiée. L’analyse génétique permet ensuite d’identifier un ou 
plusieurs marqueurs associés aux variations phénotypiques. Ces marqueurs ne sont pas 
nécessairement la cause de la variation génétique à l’origine de la variation phénotypique (variation 
génétique causale). Cependant, le  marqueur identifié est alors en déséquilibre de liaison (DL) avec la 
variation génétique causale et doit être suffisamment proche d’elle pour qu’il n’y ait pas eu de 
recombinaison entre eux. Le DL désigne l’association non aléatoire d’allèles à différents loci qui est 
dépendante de la fréquence de recombinaison entre ces loci. Les marqueurs moléculaires génotypés 
deviennent alors des indicateurs du variant génétique causal car leurs génotypes sont très corrélés 
dans la population. Plus le DL entre le marqueur moléculaire et le marqueur génétique causal est 
important (valeur proche de 1) plus le marqueur est intéressant (Figure 26). Lors d’une analyse 
génétique, la précision de détection d’un locus sera ainsi dépendante de la densité de marqueurs et 
de la fréquence de recombinaison dans la population (Myles, et al., 2009). 
C. Cartographie des gènes gouvernant les caractères quantitatifs 
De nombreux caractères agronomiques d’intérêt sont des caractères dits quantitatifs et leur 
architecture génétique est souvent complexe. Leur expression peut être la résultante (i) de l’addition 
d’un grand nombre de loci à effet mineur, similaire et indépendant – «infinitesimal model» - (Fisher, 
1919) (Figure 27), ou (ii) de l’effet de un ou plusieurs gènes majeurs, en n’excluant toutefois pas des 
gènes à effet mineur.  
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L’étude de ces caractères et l’identification des déterminants génétiques sous-jacents ont longtemps 
subi des limitations technologiques. Aujourd’hui grâce à la disponibilité de marqueurs moléculaires 
abondants et polymorphes, associés au développement de méthodes statistiques adaptées, la 
précision et la qualité des analyses ont permis de considérablement améliorer ce champs d’activité 
(Mackay, et al., 2009). Il existe plusieurs stratégies permettant d’identifier les gènes impliqués dans 
la variation d’un caractère quantitatif. Qu’il s’agisse d’analyse QTL (cartographie de liaison -linkage 
mapping) ou de génétique d’association (cartographie d’association – association/LD mapping), ces 
méthodes utilisent la même stratégie : elles exploitent la capacité des recombinaisons à séparer le 
génome en petits fragments dont la variabilité allélique peut être corrélée à la variabilité 
phénotypique. Leurs différences résident dans le contrôle expérimental de ces recombinaisons 
(Myles, et al., 2009). 
1. Cartographie de liaison  
Depuis une vingtaine d’années, des outils moléculaires ont été développés pour identifier des QTLs 
dans des populations expérimentales. Des populations ont été générées suite au croisement entre 
deux parents qui possèdent un phénotype d’intérêt contrasté. Plusieurs générations 
d’autofécondation sont alors réalisées pour générer des recombinaisons dans la descendance allant 
d’une génération (F2) à 6 ou 7 générations (F7, F8), au plus, constituant ainsi des populations de 
lignées recombinantes homozygotes (RILs). Ces RILs sont alors phénotypées pour le caractère 
d’intérêt et génotypées pour l’ensemble des marqueurs moléculaires disponibles. L’analyse 
statistique de la corrélation entre le phénotype et le génotype permet d’identifier un QTL. Sachant 
que la précision d’une localisation de QTL est dépendante du nombre de recombinaisons ayant eu 
lieu au cours de la génération des populations de  RIL, cette localisation est souvent grossière et les 
QTL détectés contiennent un grand nombre de gènes. Pour identifier le gène d’intérêt plusieurs 
options sont envisageables: (i) l’approche sans a priori par clonage positionnel du gène: elle consiste 
à confirmer la présence du locus à l’aide de lignées quasi-isogéniques (NIL) et de plantes 
recombinantes hétérogènes au sein du QTL (Heterogeneous Inbred Family),  (ii) l’approche par gène 
candidat, qui consiste à valider (ou non) le rôle des gènes candidats par des expériences de 
complémentation après transgénèse. Le choix des candidats est alors basé sur des informations 
issues de la littérature scientifique, sur des données de prédictions de la séquence ou sur des 
données d’expression (Bergelson and Roux, 2010) (Figure 28) . Les analyses de linkage mapping 
comportent de nombreux avantages comme le faible nombre de marqueurs nécessaires pour couvrir 
le génome, la possibilité d’étudier des allèles rares, le faible nombre de faux positifs en raison de 
l’absence d’hétérogénéité (structure) génétique, et la possibilité de détecter les QTLs dominants et 
récessifs.  
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Figure 28 : Cartographie d’un locus de caractère quantitatif. 
 
Figure 28 : Cartographie d’un locus de caractère quantitatif  
Stratégie de cartographie de liaison : Les individus d’une population F2 issue de l’autofécondation 
des individus de la génération F1 générée par le croisement de deux lignées pures parentales 
génétiquement différentes (P1), sont cartographiés par les marqueurs M1, M2, M3 et M4 distincts 
entre les deux lignées parentales. L’étoile jaune indique la position du locus ou QTL causal. Grâce aux 
recombinaisons dans la population F2 les marqueurs génétiques sont découplés du locus causal.  
Stratégie de cartographie d’association : Les individus d’une population issue de six haplotypes 
fondateurs, présentant un brassage génétique important, sont cartographiés pour des marqueurs 
génétiques (M1, M2, M3 et M4). Grâce aux recombinaisons historiques produites par de nombreuses 
générations de croisement aléatoire qui ont efficacement mélangé les haplotypes initiaux les 
marqueurs moléculaires sont découplés du locus causal. Dans ce cas le locus causal pourra alors être 
localisé avec précision car seuls les marqueurs fortement liés permettront de prédire le phénotype 
individuel.  
Dans chacune de ces stratégies le but est d’identifier la variation génétique qui permet d’expliquer la 
variation du phénotype individuel. Pour cela, chaque approche nécessite pour chaque individu le 
phénotype et la composition allélique des marqueurs génétiques (0 et 2 homozygotes ; 1 
hétérozygote) qui sont ensuite évalués pour déterminer s’il y a une différence de moyenne 
phénotypique entre chaque classe de marqueur génétique. S’il y en a une le marqueur est lié au QTL.  
La cartographie de liaison utilise « interval mapping » pour estimer la position et l’effet de chaque 
QTL (LOD score), alors que les marqueurs sont testés séparément (p-valeur) en cartographie 
d’association. Dans chaque cas un seuil de significativité doit être ajusté pour le nombre de tests 
indépendant effectués. Chaque stratégie peut identifier des gènes ou suggérer des candidats pour de 
futures études.  
Illustration adaptée de (Mackay, et al., 2009) 
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En revanche ces analyses présentent aussi des désavantages tels que la faible résolution (dépendant 
du degré de recombinaison), la faible diversité allélique et des mécanismes étudiés restreints aux 
parents de la population. Le temps et le coût de la production des populations expérimentales (RILs, 
NILs et HIF) sont également des limites importantes (Bergelson and Roux, 2010, Ingvarsson and 
Street, 2011, Mackay, et al., 2009).  
2. Génétique d’association 
Les études de génétique d’association ont d’abord été développées chez l’Homme pour parer à 
l’impossibilité de créer des descendances en ségrégation (Altshuler, et al., 2008). Le principe repose 
sur l’utilisation du DL issu des recombinaisons apparues au cours de la constitution d’une population 
naturelle durant un grand nombre de générations (figure 28). La résolution de la localisation du locus 
d’intérêt est nettement améliorée par rapport à celle obtenue dans les populations de RILs. Plus le 
nombre de recombinaisons est important, plus l’étendue du DL est faible, augmentant ainsi la 
résolution de cette analyse avec la probabilité de trouver un marqueur génétique proche de la 
variation causale (Rafalski, 2002). L’intérêt de ce type d’approche dépasse ce seul avantage. Lorsque 
ces études sont menées sur le génome entier (Genome wide), elles permettent d’étudier sans a 
priori la diversité des loci sous-jacents à la variabilité naturelle du caractère d’intérêt. De plus il n’est 
pas nécessaire de développer des populations expérimentales coûteuses et chronophages. Une fois 
la collection de lignées établie, cette dernière peut être propagée afin de réaliser des analyses 
phénotypiques pour divers caractères d’intérêt dans différents environnements (Bergelson and Roux, 
2010, Nordborg and Weigel, 2008, Rafalski, 2010). A l’heure actuelle ces approches suscitent un réel 
intérêt dans le domaine de l’amélioration des plantes. Cependant il faut noter que cette approche ne 
permet pas l’identification d’allèles rares (ayant une faible fréquence dans la population) en raison 
notamment des critères techniques de sélection des marqueurs utilisés dans l’analyse. 
a. Prérequis à l’analyse de génétique d’association  
La performance de l’approche de génétique d’association est étroitement liée à la collection de 
lignées naturelles utilisées. En effet des paramètres tels que la diversité génétique, le contraste 
phénotypique, l’étendue du DL au niveau du génome, la structure et l’apparentement des lignées 
sont déterminants pour la puissance et la résolution de l’analyse. De plus ces paramètres 
conditionnent la densité de marqueurs et la méthode statistique à utiliser (Zhu, et al., 2008). 
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Figure 29: Relation entre l’étendue du DL et la résolution des études d’association.  
Dans le cas (a) le DL décroit doucement avec l’augmentation de la distance avec le gène causal du 
phénotype (rond rouge) sur un chromosome. Dans ce cas, même une faible densité de marqueurs 
(barre rouge) est suffisante pour identifier des marqueurs associés. Dans (b) le DL diminue très 
rapidement autour du gène causal, et une plus grande densité de marqueurs est requise pour 
identifier un marqueur associé (flèche jaune). 
Illustration adaptée de (Rafalski, 2002). 
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L’étendue du DL varie selon l’espèce considérée, la population étudiée et la région génomique 
d’intérêt (Myles, et al., 2009). Dans une population naturelle, le DL est généralement assez faible, il 
est donc nécessaire de disposer d’une forte densité de marqueurs génétiques pour avoir une 
localisation précise de la variation génétique causale (Mackay, et al., 2009, Rafalski, 2002) (Figure 
29). Le développement des nouvelles techniques de séquençage et d’identification de marqueurs 
moléculaires polymorphes à forte densité sur tout le génome permet d’envisager aujourd’hui ces 
approches appelées « Genome-wide association study » (GWAS) (Davey, et al., 2011, Schneeberger 
and Weigel, 2011). Mais s’il n’est pas possible de développer une telle densité de marqueurs, alors 
une approche de génétique d’association locus spécifique, ciblée sur des régions candidates sera 
préférée (Rafalski, 2010). 
La structure de la population (ou collection), liée à son histoire évolutive, peut influencer les analyses 
de génétique d’association en favorisant la détection d’association faussement significative (faux 
positif). En effet, si la population est structurée et que le phénotype est corrélé à cette structure, de 
nombreux marqueurs présenteront des profils alléliques corrélés aux valeurs phénotypiques sur 
l’ensemble de la collection, de la même manière que le profil allélique de la mutation causale. Pour 
corriger ce biais, des méthodes ont été développées pour analyser la structure de la population 
(Price, et al., 2006, Pritchard, et al., 2000, Pritchard, et al., 2000) et le degré d’apparentement des 
individus (Hardy and Vekemans, 2002). 
b. Modèle d’analyse et de correction pour détecter les associations.  
Le modèle statistique utilisé est le Modèle Linéaire Mixte (MLM) qui estime pour chaque marqueur 
moléculaire l’effet de l’allèle porté par une plante sur sa valeur phénotypique. Le MLM intègre l’effet 
de la population à laquelle la lignée appartient - effet fixe - et l’effet d’apparentement entre les 
lignées - effet aléatoire - (Yu, et al., 2006). (Figure 30 et 31). Un test de Student permet de tester la 
significativité de l’effet d’un allèle pour un SNP donné (hypothèse nulle - H0 - : effet=0). La P-valeur 
du test est un indicateur de l’association entre les valeurs phénotypiques et les allèles du SNP portés 
par les lignées. Pour interpréter ce test on utilise un seuil de significativité de 5% à l’échelle du 
génome. Il faut donc corriger ce seuil en l’abaissant pour diminuer le nombre de faux positifs. Etant 
donné qu’on réalise un test par marqueur moléculaire avec un seuil α=0.05, si on réalise G tests (sur 
G SNPs) alors le nombre de SNPs faux positifs sera égal à αG en moyenne (soit 50000 SNPs si 
G=1000000). Pour éviter cela, la correction de Bonferroni peut être utilisée, où l’on divise le seuil par 
le nombre de tests effectués (i.e. le nouveau seuil de significativité pour un marqueur = 5x10-8 dans 
l’exemple précédent). Cependant, cette procédure est très conservative car le nouveau seuil est la 
probabilité de trouver un faux positif sur l’ensemble du génome.  
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Figure 30 : Modèle linéaire mixte (MLM)  
 
Figure 31 : Diagramme schématique de l’analyse de cartographie d’association.  
L’integration de la structure de la population (Q), de l’apparentement (K), ou des deux dans l’analyse 
d’association finale, dépend de la relation génétique de la cartographie d’association de la collection 
et de la divergence du caractère étudié. E correspond à la variance résiduelle. 
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Il est possible de contrôler le nombre de faux positifs afin d’être moins stringent et d’accepter plus 
de SNPs candidats (approche « False Discovery Rate » - FDR). Dans notre cas, l’approche à haute 
densité en marqueurs introduit un nouveau biais pour l’interprétation des tests marqueur par 
marqueur: la corrélation entre allèles pour des marqueurs très proches physiquement (souvent de 
l’ordre de quelques paires de bases). Dans ce cas, le DL entre SNPs proches, viole l’hypothèse 
d’indépendance des tests quand on fait une correction de Bonferroni (effet de redondance), c’est 
pourquoi, pour éviter cet écueil, nous avons  adopté une approche de correction de Bonferroni, où le 
seuil α est divisé par le nombre de blocs de SNPs en DL dans le génome, qu’il faut préalablement 
estimer. 
IV. Medicago truncatula un modèle d’étude pour les 
interactions plante micro-organismes. 
La famille des légumineuses (Fabaceae or Leguminosae) est la troisième plus importante famille des 
plantes à fleur et la deuxième famille la plus importante en agriculture. Les espèces de cette famille 
sont particulièrement intéressantes car la majorité d’entre elles a la capacité de fixer l’azote 
atmosphérique grâce à une interaction mutualiste avec les Rhizobium du sol. Ce caractère a autant 
d’importance d’un point de vue écologique qu’agronomique (Graham and Vance, 2003). De plus les 
légumineuses sont capables de former la symbiose mycorhizienne, ce qui en fait des organismes de 
choix pour étudier les interactions plantes microorganismes symbiotiques et parasitaires du sol 
(Cook, 1999, Rose, 2008). Cependant le peu d’outils moléculaires et génétiques disponibles sur ces 
plantes a poussé la communauté scientifique à choisir deux légumineuses comme modèles pour 
mieux comprendre les mécanismes régissant ces interactions complexes. Les plantes M. truncatula et 
L. japonicus ont ainsi été sélectionnées comme « plantes modèles » pour représenter respectivement 
les légumineuses dont les nodosités ont une croissance indéterminée (comme le pois ou la luzerne) 
et déterminée (comme le soja ou le haricot) (Popp and Ott, 2011). Aujourd’hui, compte tenu de leur 
importance agronomique et des progrès en génomique, des espèces cultivées comme le soja (G. 
max) ou le pois (P. sativum) sont elles aussi maintenant bien étudiées.  
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Figure 32 : La légumineuse modèle Medicago truncatula. 
(A) plante entière avec son système racinaire (B) gousses renfermant les graines  (C) Fleur (D) 
Nodosités racinaires. 
(B) Photo de Steve Hughes, Genetic Resource Centre (PIRSA-SARDI), Adelaide, Australia)   
(C) et (D) Photos extraites de (Couzigou, et al., 2012). 
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A. Medicago truncatula : les caractéristiques d’une espèce modèle. 
M. truncatula, espèce annuelle du genre Medicago, est proche d'un point de vue phylogénétique de 
la plupart des Légumineuses cultivées en Europe : elle fait partie du groupe des Galégoïdes qui 
contient les tribus des Trifoliées (luzernes, trèfles) des Viciées (pois, féveroles, lentilles, vesces) et 
Cicerées (pois chiche). (Figure 32) 
Originaire du croissant fertile (Bassin méditerranéen, Turquie, Iran, Irak), elle est présente dans tous 
les pays méditerranéens car adaptée aux conditions semi-arides. Plus récemment, elle a colonisé 
d’autres parties du monde, tels que les continents Américains et l’Australie (Greene et al Medicago 
handbook). Il existe des centaines d’écotypes dont certains sont des variétés commerciales comme 
« Jemalong » utilisée en rotation avec le blé en Australie (Rose, 2008). Un total de 9453 accessions 
existent dans les 4 collections principales (SARDI, INRA, ARS-USDA and LILM-CBBC): 5703 M. 
truncatula, 2887 M. littoralis and 863 M. italica ont été recensées (Delalande, et al., 2006). A partir 
de 346 lignées pures de M.truncatula , représentant la variation génétique la plus large possible, cinq 
« core collections » emboitées (9 à 96 accessions) ont été développées constituant ainsi plusieurs 
étapes pour caractériser la diversité naturelle (Ronfort, et al., 2006)(Ronfort 2006) (Figure 33)  
Cette légumineuse présente de nombreux avantages qui font d’elle une plante modèle. Elle a été 
choisie pour ses caractéristiques génétiques car elle possède un génome de petite taille (entre 450 
et 500 Mb) diploïde (2n = 2x = 16), ses caractéristiques biologiques car elle a un mode de 
reproduction autogame qui présente un temps de génération relativement court (3-4 mois) en jour 
long pour certains cultivars (Jemalong) et un faible encombrement. Un argument de poids dans le 
choix de ce modèle fut ses caractéristiques biotechnologiques. En effet, le cultivar Jemalong a été 
choisi pour sa capacité de régénération in vitro à partir de protoplastes ou à partir d’embryogénèse 
somatique de différents explants (Barker, et al., 1990). De plus elle est transformable par 
Agrobacterium tumefaciens, ce qui permet de générer des plantes transformées stables après 
régénération par embryogénèse somatique ou organogénèse. Elle est aussi transformable par A. 
rhizogenes de façon à générer des « plantes composites » qui associent des racines transformées 
attachées à des parties aériennes non transformées (Chabaud, et al., 2006, Song, et al., 2013). Cette 
dernière technique permet d’obtenir des racines transgéniques en 3 semaines alors qu’il faudrait 4 à 
5 mois pour obtenir des plantes transgéniques stables avec A. tumefaciens. Enfin un système 
d’expression transitoire des feuilles par agro-infiltration a été récemment développé (Picard, et al., 
2013). 
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Figure 33 : Distribution géographique de 346 lignées pures de M.truncatula. 
Les deux groupes déduits de l’étude du polymorphisme de 13 microsatellites apparaissent en bleu et 
rouge (Ronfort, et al., 2006) 
 
 
 
Figure 34 : Evolution du nombre de publications relatives à Medicago truncatula depuis 1990 (base 
de données PubMed). 
Recherche effectuée sur les mots clés, titres et résumés comprenant « Medicago truncatula ». 
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B. Ressources génétiques, génomiques et transcriptomiques disponibles pour 
Medicago truncatula. 
Depuis le début des années 1990 où M. truncatula a été choisie comme plante modèle (Barker 1990), 
de nombreux outils et ressources ont émergé, le nombre de publications la concernant a beaucoup 
augmenté, amenant ainsi cette plante à être l’un des modèles d’étude des plus importants chez les 
plantes (Figure 34). Grâce au développement des outils de génomique, de génétique et de 
génomique fonctionnelle M.truncatula a pu s’imposer comme un modèle d’étude des processus 
d’interactions biotiques (symbiotique ou parasite) mais aussi des stress abiotiques tels que la salinité 
et la sécheresse (Cook, 1999, Rose, 2008).  
Le développement de lignées recombinantes (Recombinant Inbred Lines , RILs) et de marqueurs 
moléculaires a permis de construire des cartes génétiques. Leur exploitation, au travers d’analyses 
génétiques classiques, a permis d’identifier de nombreux QTLs (Quantitative Trait Locus). Dix  
populations de lignées recombinantes sont disponibles pour ce type d’approche 
(http://www1.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/mauguio/mauguio.php?page=menu14&numero=1). 
Outre la génétique conventionnelle dite « forward », c'est-à-dire du phénotype vers le gène, des 
approches de génétique inverse, dites « reverse » allant du gène mutagénéisé à la fonction affectée, 
ont aussi été déployées. Des collections de mutants, obtenus par mutagénèse chimique (Catoira, et 
al., 2000, Penmetsa and Cook, 2000) ou par bombardement de neutrons (Sagan, et al., 1995) et 
criblés par TILLING (Targeted Induced Local Lesion IN Genome), ont été obtenues chez la lignée de 
référence A17 (Carelli, et al., 2013, Tadege, et al., 2005, Tadege, et al., 2009, Tadege, et al., 2008). De 
plus, une banque de mutants insertionnels dérivée de la lignée R108 a été également développée 
(Cheng, et al., 2014, Pislariu, et al., 2012, Ratet, et al., 2006, Yarce, et al., 2013). A l’heure actuelle, le 
séquençage et l’annotation du génome de la lignée de référence A17 (Young, et al., 2011) ont permis 
de réaliser une approche de re-séquençage de 384 lignées sauvages pures dans le projet Medicago 
Hapmap (http://medicagohapmap.org). Ce projet permet de mieux appréhender la diversité 
génétique de ce modèle et d’identifier des marqueurs moléculaires avec une forte densité (Branca, 
et al., 2011) dans toutes les lignées de la collection. Les ressources et les informations générées sont 
accessibles à la communauté scientifique et permettent d’envisager chez M. trunactula les études 
génétiques basées sur la « Genome Wide Association Mapping » (GWAS) (Stanton-Geddes, et al., 
2013).  
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M. truncatula main (genomic) websites  
M. truncatula - A model for legume research http://www.medicago.org 
M. truncatula handbook http://www.noble.org/MedicagoHandbook/ 
Medicago PhosphoProtein Database http://phospho.medicago.wisc.edu/db/index.php 
M. truncatula genome sequencing project : 
Hapmap project 
http://www.medicagohapmap.org/?genome 
Mt 4.0 v1 http://www.jcvi.org/medicago/ 
M. truncatula genomics research (S. Noble Foundation) http://www.noble.org/Research/Genomics/index.html 
 
  
M. truncatula TIGR Gene Indices (TGI)/DFCI Medicago 
Gene Index 
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago 
M. truncatula functional genomics sites  
M. truncatula Gene Expression Atlas (MtGEA 
V2<comma> July 2009) 
http://mtgea.noble.org/v2/ 
M. truncatula DFCI Gene Index http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/gireport.pl?gudb=medicago 
M. truncatula EST Navigation System (MENS) http://medicago.toulouse.inra.fr/Mt/EST/ 
M. truncatula insertion mutant database/S. Noble 
Foundation 
http://bioinfo4.noble.org/mutant/index.php 
M. truncatula DOME (database of OME techniques ; 
Virginia Bioinformatics Inst. 
http://medicago.vbi.vt.edu/software.html 
M. truncatula phosphoprotein database http://www.phospho.medicago.wisc.edu/db/index.php 
M. truncatula biochemical pathway database: 
MedicCyc 
http://www.noble.org/MedicCyc/ 
M. truncatula root expression database for salt stress http://bioinformatics.cau.edu.cn/MtED/index.php 
M. truncatula Affymetrix GeneChip® http://www.affymetrix.com/products/arrays/specific/me
dicago.affx 
M. truncatula interactions to microbes sites  
M. truncatula Symbiotic Gene Expression Atlas 
(Truncatulix) 
http://lily.cebitec.uni-bielefeld.de/truncatulix/app 
RhizoGATE - The gateway to rhizobial genomes http://www.cebitec.uni-
bielefeld.de/transcriptomics/sinogate.html 
 
Figure 35 : Sites internet référençant les bases de données, et outils génétiques et protéomiques 
chez M. truncatula. Illustration adaptée de (Colditz and Braun, 2010). 
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En parallèle, de nombreux outils transcriptomiques tel que le « Medicago Gene Expression Atlas » 
fournit des données d’expression quantitative pour la majorité des gènes de M. truncatula pendant 
son développement et en réponse à des stimuli biotiques et abiotiques (Benedito, et al.). La 
connaissance conjointe du génome et du transcriptome de cette plante ouvre la voie à des 
approches ambitieuses de protéomiques, notamment sur la mécanistique de la signalisation (Colditz 
and Braun, 2010, Grimsrud, et al., 2010). Enfin, tirant toujours profit de l’essor des technologies de 
séquençage d’acides nucléiques, un séquençage des petits ARNs de la plante dans les apex racinaires 
et les nodosités a permis de caractériser certains de ces éléments régulateurs épigénétiques (Bazin, 
et al., 2012, Bustos-Sanmamed, et al., 2013, Khan, et al., 2011, Lelandais-Brière, et al., 2009) 
(http://medicago.toulouse.inra.fr/Mt/RNA/MIRMED/LeARN/cgi-bin/learn.cgi). 
Par ailleurs, la disponibilité de protocoles techniques (Mathesius, et al., 2006, Rose, 2013) et 
l’accessibilité des ressources et des outils bioinformatiques (Figure 35) permettent de faciliter les 
approches de génomique fonctionnelle et ont certainement contribué au succès que connait M. 
truncatula comme plante modèle. 
C. Exploitation du modèle M. truncatula pour l’étude et la comparaison des 
associations mutualistes et parasitaires. 
M. truncatula tient une place de plus en plus importante comme modèle des études pour les 
interactions plantes-microorganismes. En effet, elle est capable d’établir une symbiose mutualiste 
avec les bactéries de type Rhizobium (Sinorhizobium meliloti 2011) mais aussi avec les champignons 
MA appartenant au phylum des Glomeromycota alors que le modèle A.thaliana en est incapable. 
D’autre part, cette légumineuse interagit avec de nombreux pathogènes, parmi les plus 
dommageables sur les légumineuses mais aussi à spectre d’hôtes large que ce soit des champignons 
(Ameline-Torregrosa, et al., 2008, Ameline-Torregrosa, 2004, Anderson, et al., 2006, Ben, et al., 2013, 
Ellwood, et al., 2006, Mah, et al., 2012, Moussart, et al., 2007, Tivoli, et al., 2006, Uppalapati, et al., 
2012, Uppalapati, et al., 2010), des bactéries (Ben, et al., 2013, Turner, et al., 2009, Vailleau, et al., 
2007), ou des oomycètes (Samac, et al., 2011), ou encore des insectes (Gao, et al., 2010, Gao, et al., 
2008, Kamphuis, et al., 2013, Klingler, et al., 2009). L’ensemble de ces études en fait donc un modèle 
de choix pour la comparaison des réponses des plantes à différents types d’interactions biotiques 
(Gobbato, et al., 2013, Kiirika, et al., 2012, Moreau, et al., 2014, Rey, et al., 2013, Wang, et al., 2012). 
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Figure 36 : Arbre phylogénétique des oomycètes indiquant également leur virulence vis-à-vis des 
végétaux et/ou animaux.  
Les parasites ayant leur génome séquencé sont en rouge. Les gradients de couleur indiquent une 
spécialisation de la pathogénicité pour les plantes (vert) ou les animaux (orange). 
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Dans mon travail j’ai utilisé le modèle M. truncatula pour étudier la réponse des plantes à différents 
types d’interaction biotique:  
- Les réponses aux interactions symbiotiques : pour les étudier le champignon mycorhizien à 
arbuscules R. irregularis présenté dans le partie I et II de l’introduction, a été utilisé.  
- Les réponses aux interactions parasitaires : pour aborder celles-ci, A. euteiches, oomycète 
responsable de la pourriture racinaire chez le pois et la luzerne a été choisi et sera introduit 
dans le paragraphe qui suit. 
Le pathosystème Aphanomyces euteiche / Medicago truncatula 
Les oomycètes sont des organismes eucaryotes filamenteux aquatiques non photosynthétiques 
comprenant entre 600 et 1400 espèces. On les a longtemps classés comme groupe proche des 
champignons, en raison de ressemblances morphologiques. Ils s’en distinguent néanmoins par de 
nombreuses caractéristiques originales, parmi lesquelles une reproduction asexuée par libération de 
zoospores mobiles biflagellées, un cycle diplophasique avec reproduction sexuée oogame 
(production d’oospores) et la présence de cellulose dans les parois (Liaud, et al., 2000). De plus, les 
analyses phylogénétiques ont montré que les oomycètes sont proches des algues brunes (Baldauf, 
2003). Certains oomycètes causent des maladies chez les plantes parmi les plus destructives en 
agriculture, foresterie mais aussi dans les écosystèmes naturels. Les plus importants oomycètes 
pathogènes des plantes appartiennent à la sous-classe des Peronosporomycetidae dans l’ordre des 
Peronosporales. Les genres Phytophthora, Pythium et Albugo sont majoritairement parasites des 
plantes. D’un point de vue économique, les oomycètes compte parmi les maladies de plantes les plus 
dévastatrices telle que Phytophthora infestans, responsable de la grande famine de 1845-1846 qui 
décima l’Irlande, en détruisant la production de pomme de terre (Cooke, et al., 2012); Plasmopara 
viticola, qui a fait son apparition en France en 1878 et dévasta le vignoble européen (Fontaine, et al., 
2013); ou encore Phytophthora citrophthora qui ravagea les plantations d’agrumes dans tout le 
Bassin Méditerranéen à la même époque. Certains oomycètes parasites des plantes peuvent aussi 
appartenir à la classe des Saprolegniomycetidae comme le genre Aphanomyces, mais dont la 
majorité des autres espèces sont des parasites  d’animaux ou des saprophytes (Jiang and Tyler, 2012)  
(Figure 36). 
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Figure 37 : Cycle de reproduction d’A.euteiches. 
Lors de la reproduction sexuée, après fécondation d’une oogone par une anthéridie, il y a production 
d’oospores. Ces structures peuvent persister jusqu’à 10 ans dans le sol et constituent la forme 
principale de conservation du parasite. Lors de la reproduction asexuée, à partir du mycélium, des 
sporocystes filamenteux (hyphes sporogènes) produisent des kystes primaires qui vont libérer des 
zoospores biflagellées. Celles-ci sont mobiles dans l’eau et représentent la principale forme de 
dissémination du pathogène. Les zoospores sont attirées par chimiotactisme, notamment par la 
punetine, un flavonoïde présent dans les exsudats racinaires du Pois. Une fois en contact avec l’hôte, 
les zoospores perdent leurs flagelles puis s’entourent d’une paroi en formant un kyste. Les kystes 
germent en produisant un hyphe infectieux qui pénètre dans la racine. Les détails du mode 
d'infection par ce parasite restent encore mal connus. En effet, aucune structure similaire aux 
structures de pénétration (appressorium) ou d'invasion (haustorium) connues chez les champignons, 
n'a été mise en évidence à ce jour. A l’intérieur des tissus racinaires, les hyphes coenocytiques se 
développent de façon majoritairement intercellulaire et formeront, après quelques jours, les 
appareils reproducteurs : l'anthéridie et l'oogone. L’anthéridie pénètre l'oogone avec les tubes de 
fertilisation, qui fournissent les noyaux mâles à l'oogone, ayant pour résultat la formation d’oospores 
diploïdes. 
Illustration adapatée de (Gaulin, et al., 2007). 
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Le genre Aphanomyces comporte 45 espèces qui peuvent être saprophytes ou parasites des plantes 
et des animaux aquatiques, causant souvent les maladies les plus importantes de leur hôte (Gaulin, 
et al., 2007, Gaulin, et al., 2007). Les espèces zoopathogènes peuvent infecter des espèces animales 
vertébrées (poissons, tortues) ou invertébrées (crustacés). A. invadans est responsable d’une 
maladie majeure des élevages de poisson et A. astacci l’est pour la peste des écrevisses décimant les 
populations européennes. Les espèces phytopathogènes d’Aphanomyces sont toutes des maladies 
racinaires, de monocotylédones ou dicotylédones. Certaines espèces ont un seul hôte alors que 
d’autres ont un large spectre d’hôtes  comme A. euteiches qui affecte de nombreuses légumineuses 
(Moussart 2008). A. cochlioides,  parasite de la betterave, et A. euteiches, parasite le plus important 
du pois et de la luzerne, sont les espèces les plus étudiées (Papavizas and Ayers, 1974).  
A. euteiches est un pathogène majeur du pois protéagineux. Au champ, les symptômes se 
manifestent par un jaunissement du feuillage, associé à une diminution ou une absence du 
développement des gousses, un brunissement des parties racinaires et, parfois, du collet. Son cycle 
de vie se caractérise par des cycles de reproduction sexuée ou asexuée donnant respectivement des 
oospores et zoospores (Figure 37). Les premières, formes de conservation, peuvent rester inactives 
dans le sol plusieurs années avant de rencontrer un hôte potentiel (Gaulin, et al., 2007). En Europe, 
cette maladie est considérée comme la plus grande menace pour la production du pois protéagineux. 
Elle peut engendrer la perte totale de la récolte. A ce jour, il n’existe aucune variété résistante 
commercialisée. Il n’existe pas non plus de lutte chimique ou de fongicide efficace. 
La production d’une banque de séquences d’ADN complémentaires d’A. euteiches a permis de 
mettre en exergue d’autres originalités de sa biologie en comparaison notamment aux Phytophtora 
sp.(Gaulin, et al., 2008). Son répertoire d’effecteurs classiques de types RXLR ou Crinkle paraît plus 
restreint, en contre-partie, certaines voies métaboliques ou fonctions supplémentaires se sont 
ajoutées par rapport à Phytophthtora telles que la biosynthèse de stérols ou la synthèse de certains 
transporteurs. Ceci suggère des mécanismes de pathogénie originaux envers ses hôtes (Madoui, et 
al., 2009). L’étude de la paroi de cet oomycète a révélé une étonnante abondance de 
chitosaccharides non cristallins, et donc différents de la chitine classique, là où les parois 
d’oomycètes sont le plus souvent purement cellulosiques (Badreddine, et al., 2008). De plus, la paroi 
contient un chitosaccharide atypique constitué d’un squelette  β(1-3;1-4)-glucane dont l’unité 
glucose lié en β(1-3) est substituée soit par un glucose soit par un GlcNAc capable d’induire 
l’expression chez la plante de marqueur de défense (Nars, et al., 2013). Ce dernier élément fait d’A. 
euteiches un parasite tout à fait approprié pour étudier les liens entre immunité et mutualisme. 
L’étude de la maladie causée par l’oomycète chez le pois a révélé que l’initiation de la colonisation se 
fait dans la zone d’élongation de la racine en croissance. Ainsi, apex racinaire et zone de maturation 
110 
 
apparaissent protégés. L’accumulation prévalente d’un composé antimicrobien, la pisatine, 
permettrait dans les cellules bordantes (Gunawardena and Hawes, 2002) et de l’apex de limiter le 
développement du mycélium (Cannesan, et al., 2011). En parallèle, l’extrémité des racines de pois est 
riche en protéines à arabinogalactanes qui possèdent différentes activités sur les zoospores d’A. 
euteiches. Dans un premier temps, celles-ci exercent un pouvoir chemo-attractif sur les zoospores 
puis provoquent leur enkystement et empêchent leur germination, prévenant ainsi l’invasion 
(Cannesan, et al., 2012). Ces deux éléments supportent le rôle des cellules bordantes dont la quantité 
est d’ailleurs accrue en présence du parasite, dans la protection du pois vis-à-vis d’A. euteiches.  
Les déterminismes génétiques de la résistance ont été étudiés notamment chez le pois et ont permis 
d’identifier cinq QTLs majeurs stables dans des environnements différents (Hamon, et al., 2011, Pilet-
Nayel, et al., 2002, Pilet-Nayel, et al., 2005, Vandemark, et al., 2004, Wicker and Rouxel, 2001). Chez 
M. truncatula, plusieurs QTLs de résistance ont été identifiés sur le haut du chromosome III. Un QTL 
majeur de résistance à caractère dominant a pu être identifié à l'issue d'un criblage d'une population 
de RILs issue des lignées DZA45.5 et F83005.5 (Pilet-Nayel, et al., 2009). Plus récemment, des 
relations épistatiques entre ce locus et d'autres QTLs mineurs ont pu être précisées (Hamon, et al., 
2010). Par ailleurs, un QTL à caractère récessif a été identifié suite à l'analyse de RILs issues d'un 
croisement entre F83005.5 et la lignée de référence A17 (Djébali, et al., 2009). Le locus concerné 
contient en particulier un nombre important de protéines F-Box. Une caractérisation cytologique de 
l'interaction a aussi été entreprise. Elle a révélé que l'oomycète traverse le rhizoderme sans former 
de structure de pénétration puis se développe de manière biotrophique et intercellulaire dans le 
cortex. A ce stade, le comportement de la lignée A17 et celui de la plante sensible F83005.5 
divergent. Une production de composés phénoliques solubles autour du cylindre central et la division 
de cellules péricycliques couplées à la formation d'un anneau de lignine autour de la stèle semblent 
être les principaux mécanismes qui empêchent le mycélium d'accéder à la vasculature chez A17 mais 
pas chez F83 où le mycélium entre de manière intracellulaire dans celle-ci. Des analyses biochimiques 
complémentaires ont révélé le rôle important joué par l'homéostasie des ROS dans la résistance 
(Djébali, et al., 2011). Il est apparu que ces ROS ne sont pas accumulées au niveau racinaire dans des 
proportions toxiques pour le microbe, mais sont en revanche consommées par des activités 
péroxydases chez A17, participant vraisemblablement à la polymérisation des composés phénoliques 
insolubles que sont les lignines. 
Par ailleurs, des travaux de protéomique ont également été entrepris. Les premiers d'entre eux ont 
révélé dès 2005 que des protéines F-Box similaires à celles renfermées dans le QTL sont 
différentiellements exprimées entre A17 et F83005.5 (Colditz, et al., 2005). D'autre part, les auteurs 
ont constaté que l'application d'acide abscissique renforce la sensibilité à la maladie et induit 
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l'expression de défenses basales telles que les PR10 où l'expression est corrélée au degré de 
colonisation et donc de sensibilité (Colditz, et al., 2004). Plus récemment, il est apparu qu'A. 
euteiches induirait les enzymes de la biosynthèse de l'acide abscissique (Schenkluhn, et al., 2010). Par 
ailleurs, le silencing de PR10, en induisant de manière compensatoire des PR5, a permis d'accroître la 
tolérance de l'hôte à la maladie (Colditz, et al., 2007). La mycorhization améliore aussi la résistance à 
A. euteiches (Colditz, et al., 2005, Slezack, et al., 2000), sans doute par l'intermédiaire de modulation 
de la signalisation jasmonate, favorable à la mycorhize, et n'affectant pas la symbiose fixatrice 
d'azote (Landgraf, et al., 2012). D'autres analyses protéomiques, comparant les inoculations, avec 
des symbiotes bactériens et fongiques, à des co-inoculations, avec A. euteiches, ont démontré un 
effet protecteur des symbiotes qui conduit à une induction retardée ou diminuée des réponses 
typiques de la défense. Forts de ces approches protéomiques successives, Colditz et ses collègues ont 
identifié un acteur commun à ces trois interactions racinaires chez M. truncatula. Il s'agit d'une petite 
GTPase régulatrice de NADPH oxydase appelée  RBOHs (Respiratory Bust Homologues) chez les 
plantes, à l'origine de la production de ROS impliquée dans la résistance à A. euteiches et qui est 
aussi un régulateur de la mycorhization et est nécessaire à l'établissement de nodosités (Kiirika, et 
al., 2012). 
V. Objectifs de thèse 
L’introduction a permis de mettre en lumière la complexité des interactions entre les plantes et les 
microorganismes du sol, résultats de leur coévolution pendant des millions d’années. Nous avons vu 
qu’en fonction du microorganisme et du type d’interaction, la plante adapte son comportement. Si le 
microorganisme est un symbiote alors la plante met en place une réponse « d’acceptation » ou de 
« compatibilité ». Au contraire, dans le cas d’un parasite la plante met en place une réponse de 
« défense » pour essayer d’empêcher sa propagation. Le système racinaire des plantes, capable de 
percevoir l’environnement biotique de la rhizosphère, est un élement clé de la plante qui va lui 
permettre, notamment par la modification de son architecture, de s’adapter à cet environement. A 
partir de ces constatations et des élements donnés dans cette introduction et malgré la progression 
impressionnante des connaissances sur les interactions plantes-microorganismes au cours des dix 
dernières années, certaines questions pouvaient se poser au démarrage de cette thèse, parmi 
lesquelles : 
 Comment la plante fait elle la différence entre un microorganisme symbiotique et un autre 
parasite, alors que ces derniers possèdent souvent des caractéristiques, notamment 
structurales, en commun.  
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 Quels sont les mécanismes moléculaires mis en place dans les deux types de réponse de la 
plante (acceptation ou rejet) ?  
 Existe-t-il des connexions entre ces différents mécanismes ? 
 Comment s’adapte l’architecture racinaire, alors que les racines sont le plus souvent au 
contact de différents types de microorganisme simultanément ? 
Les travaux que j’ai abordés au cours de cette thèse s’inscrivent dans le cadre scientifique défini par 
ces différentes questions. 
Ainsi l’objectif général de cette thèse était d’approfondir les connaissances sur les mécanismes 
moléculaires mis en jeu lors des différentes phases de l’interaction entre une plante et des 
microorganismes du sol. Une des originalités de ce travail est d’avoir utilisé le même modèle végétal 
(M. truncatrula) pour répondre à ces différentes questions ce qui doit permettre à terme de 
comparer la nature moléculaire des réponses d’une même plante à différents types de 
microorganismes (champignon MA, bactérie symbiotique et oomycète).  
Ce rapport est présenté en 3 parties. La première s’intéresse au dialogue moléculaire qui s’établit 
entre la plante et des champignons MA. Cette étude a cherché à identifier des composés produits par 
ces champignons, capables d’être reconnus par la plante et de déclencher un programme 
d’acceptation. La deuxième étude vise à identifier des éléments génétiques impliqués dans la 
réaction de défense de M. truncatula contre l’oomycète parasite A. euteiches. La troisième étude 
s’intéresse aux déterminants génétiques impliqués dans la réponse du système racinaire aux facteurs 
Nod impliqués dans la symbiose fixatrice d’azote. Au final les études phénotypiques réalisées ainsi 
que les résultats des analyses de génétique d’association seront utilisés pour comparer la réponse de 
M. truncatula aux différents types d’interaction.  
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Chapitre 1 : Identification et caractérisation de 
signaux fongiques impliqués dans les étapes 
précoces de la symbiose endomycorhizienne à 
arbuscules. 
 
Les interactions entre les plantes et les microorganismes peuvent être bénéfiques pour le 
développement des plantes, il s’agit alors d’interaction mutualiste pour laquelle il existe un bénéfice 
« mutuel » pour chaque partenaire. Pour les microorganismes du sol, qui sont généralement des 
organismes hétérotrophes, ils peuvent ainsi bénéficier d’une source de carbone qui provient des 
plantes, organismes autotrophes. En contrepartie, ces microorganismes peuvent aider la plante hôte 
à se développer en produisant des composés bénéfiques ou en contribuant à sa nutrition ou à la 
protection de sa santé. Cette association intime et durable entre les deux partenaires est une 
symbiose qui peut s’établir dans les cellules de l’un des deux partenaires, on parle alors 
d’endosymbiose. Le cas le mieux documenté d’endosymbiose chez les plantes est l’interaction entre 
les plantes de la famille des légumineuses et les bactéries appelé collectivement des Rhizobium. La 
facilité de manipulation et d’analyse génétique du partenaire bactérien et le développement d’outils 
génomique sur les légumineuses a rendu possible l’étude des mécanismes moléculaires mis en jeu 
lors de cette interaction symbiotique. Il y a vingt-quatre ans une étape importante dans la 
compréhension des mécanismes était franchie par la découverte des composés produits par les 
Rhizobium, appelé « Facteurs Nod » (NFs), qui prennent part au dialogue moléculaire symbiotique 
nécessaire à l’établissement de cette interaction (Lerouge, et al., 1990). La nature de ces composés, 
des lipochitooligosaccharide, (composé à base N-acetylglucosamine (GlcNAc)) ainsi que leur capacité 
à provoquer des réponses moléculaires et cellulaires chez les plantes ont poussé la communauté 
scientifique à faire deux hypothèses quant à leur origine (Dénarié and Cullimore, 1993, Fisher and 
Long, 1992, Long, 1996). (i) D’une part il pourrait s’agir d’un composé qui imite une molécule 
endogène des plantes tel qu’un régulateur de croissance capable d’activer des modifications 
importantes chez son hôte. (ii) D’autre part les NFs, composés chitiniques pourraient imiter un signal 
produit par des champignons pour activer une autre réponse chez les plantes. Ce qui pourrait être le 
cas de composés produits par des champignons mycorhizien à arbuscules (MA) qui favorisent la 
mycorhization (Xie, et al., 1995). En parallèle, des éléments tels que l’identification de mutants 
affectés dans la symbiose fixatrice d’azote et la symbiose mycorhizienne ont permis de souligner 
l’existence de mécanismes communs régulant au moins en partie ces deux symbioses (Gianinazzi-
Pearson, 1996). Enfin l’approfondissement de l’étude de certains de ces mutants a permis de 
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montrer qu’il s’agissait de mutants affectés dans des étapes très précoces de la symbiose et plus 
particulièrement dans la voie de signalisation des réponses aux  NFs. Ces résultats suggèrent qu’il 
existe aussi des signaux mycorhiziens (Facteurs Myc) perçus par la même voie de signalisation 
(Albrecht, et al., 1998, Albrecht, et al., 1999, Catoira, et al., 2000). L’existence de « facteur Myc » 
étant suggéré par ces expériences, dix années auront été nécessaires pour identifier des facteurs 
symbiotiques produits par les champignons MA, dont le travail présenté dans ce chapitre représente 
l’aboutissement par l’identification des Myc-LCOs. Loin d’être une fin en soi cette découverte n’est 
qu’une étape dans la compréhension des mécanismes pré-symbiotiques de l’endosymbiose MA.  
L’étude présentée dans ce chapitre s’intègre dans un projet financé par une entreprise privé 
(NITRAGIN Inc.) qui visait à identifier des composés produits par des champignons MA impliqués 
dans la phase de perception du microorganisme par la plante. Ce projet interdisciplinaire a été réalisé 
par la collaboration de quatre équipes de recherche, projet dans lequel ma contribution se situait à 
l’interface entre la purification, l’identification et la caractérisation des signaux symbiotiques. Ce 
projet à fait aussi l’objet d’un dépôt de brevet sur l’utilisation des Myc-LCOs.  
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Chapitre2 : Etude des déterminants génétiques 
majeurs impliqués dans la variabilité de 
résistance naturelle de Medicago truncatula au 
parasite racinaire Aphanomyces euteiches. 
 
Les interactions entre les plantes et les microorganismes peuvent être néfastes pour le 
développement des plantes. Lors de l’attaque d’un parasite, celui-ci doit être capable d’atteindre son 
hôte, pénétrer dans les tissus et trouver l’énergie de se développer. Pour arriver à leurs fins, les 
parasites ont développé des mécanismes de virulence qui leur permettent d’infecter les plantes. Les 
plantes, à leur tour, ont perfectionné leur système immunitaire pour lutter contre les attaques des 
parasites. Les maladies des plantes sont probablement une des principales sources de sélection 
naturelle chez les plantes. En effet, en agriculture comme dans la nature, les parasites limitent la 
croissance et le développement des plantes ainsi que la production de graines. Il y a donc une 
pression de sélection sur les plantes pour qu’elles résistent aux parasites et sur les parasites pour 
contourner les défenses de son hôte. Cette confrontation entraîne la coévolution des deux 
partenaires qui conduit à la diversification des mécanismes de défense de l’hôte et des mécanismes 
d’attaque du parasite (Brown and Tellier, 2011). L’ADN étant le support de la transmission des 
caractères sélectionnés au cours de l’évolution, il porte les traces de cette coévolution faisant ainsi 
de cette coévolution un des processus majeurs de création et de maintien de la diversité génétique 
chez les plantes (Rausher, 2001).  
L’analyse de la diversité naturelle des populations s’avère donc être un outil très puissant pour 
comprendre les mécanismes créés et maintenus dans les populations pour qu’elles puissent 
s’adapter à leur environnement. En effet, cette diversité, qui reflète l’ensemble des stratégies et 
leurs combinaisons mises en place par une population traduit au niveau phénotypique le 
polymorphisme génétique de cette population. L’étude du polymorphisme génétique et sa 
comparaison à la diversité phénotypique permettent de révéler l’architecture génétique de la 
variabilité d’un caractère d’intérêt.  
Comparée à la résistance qualitative, la résistance quantitative est connue pour avoir un 
déterminisme génétique complexe, fruit de la coévolution entre l’hôte et son parasite. L’intérêt de 
cette résistance réside dans la faible pression de sélection exercée sur les parasites et son plus faible 
risque à être contournée. Cette caractéristique suscite ainsi l’intérêt des semenciers car, 
l’introduction de ce type de résistance permet d’augmenter durablement la résistance aux maladies 
ciblées (Palloix, et al., 2009) et d’améliorer la sécurité alimentaire.  
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Par ailleurs, la résistance quantitative fait aussi l’objet d’une attention renouvelée d’un point de vue 
fondamental, en raison du manque d’informations disponibles sur les mécanismes mis en jeu. 
Pour identifier les gènes impliqués, l’utilisation de la diversité naturelle semble toute indiquée pour 
étudier la résistance quantitative car elle permet de révéler sans a priori les déterminants génétiques 
majeurs impliqués dans la variabilité de ce caractère. De plus, grâce au développement des nouvelles 
technologies de séquençage, l’identification et l’étude de la diversité génétique permettent 
aujourd’hui de dresser une carte précise des gènes impliqués dans l’expression du caractère 
d’intérêt. Au-delà de l’identification des fonctions génétiques impliquées dans les mécanismes de 
résistance quantitative, ce type d’étude permet aussi l’identification de marqueurs génétiques précis 
qui pourront éventuellement par la suite être utilisés dans le cadre de la sélection assistée par 
marqueurs.  
L’étude présentée dans ce chapitre s’intègre dans un projet ANR (Immunit-Ae) qui vise à étudier la 
diversité génétique de la résistance de M. truncatula au parasite racinaire A. euteiches responsable 
de la pourriture racinaire du pois. Une partie de ce projet consiste à identifier la diversité des 
déterminants génétiques de la résistance dans une population naturelle de M. truncatula. 
L’identification récente (projet Medicago Hapmap) de millions de marqueurs génétiques de type  
SNPs sur une collection de 365 accessions de M. truncatula a permis d’envisager une stratégie de 
génétique d’association à l’échelle du génome (Genome wide association study) qui doit permettre 
d’identifier et de localiser précisément les éléments génétiques majeurs impliqués dans la résistance 
quantitative à A. euteiches. 
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II. Informations supplémentaires de l’article 
 
1. Supporting Information Figs S1–S3 
 
 
Fig. S1 Phenotypic distribution observed with 3 individual parameters or with PC1 
Phenotypic distribution of the proportion of brown tissues, the proportion of dead plants, the 
cotyledon yellowing index and the synthetic parameter PC1 obtained from in vitro assay 
measurements. This Figure illustrates that PC1 is a better indicator to represent and capture 
Medicago truncatula natural variability of quantitative resistance to Aphanomyces euteiches inside 
the core-collection. 
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Fig. S2 Structure analyses identifies two genetic groups in the Medicago truncatula core-collection. 
(a): barplot of the assignment probabilities of 288 Medicago truncatula accessions to any of the two 
genetic groups identified using STRUCTURE software (Pritchard et al., 2000). Far West and Circum 
groups are labeled in white and red colors, respectively. 
(b): Geographical distribution of probability assignment of core-collection 192 to any of the two 
genetic groups identified using DAPC method (Jombart et al., 2010). Far West and Circum groups are 
labeled white and red, respectively. 
  
169 
 
 
Fig. S3 Expression of the F-box candidate gene in susceptible (green) or resistant (red) lines  after A. 
euteiches inoculation.  
Expression was obtained following normalization of qRT-PCR data by using the 2-DCt methods  (Livak 
and Schmittgen, 2001). 
The AC233140_53.1 gene that displays a stable expression throughout A. euteiches infection and 
similar Ct to the ones detected for the F-box gene was used to normalize expression level in each 
tested condition. Four accessions (two resistant –HM000/A17 and HM097- and two susceptible 
accessions – HM006/F83005.5 and HM010) were analysed in control condition (0 hpi) and at five 
time-points after plant inoculation with A. euteiches (8 hour post inoculation -hpi- and 1, 3, 6 and 13 
days post inoculation -dpi-). Bars correspond to standard error of the mean. 
 
Jombart T, Devillard S, Balloux F. 2010. Discriminant analysis of principal components: a new 
method for the analysis of genetically structured populations. BMC Genet 11: 94. 
Livak KJ, Schmittgen TD. 2001. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative 
PCR and the 2(- CT) Method. Methods 25(4): 402-408. 
Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P. 2000. Inference of population structure using multilocus 
genotype data. Genetics 155(2): 945-959. 
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2. Supporting Information Methods S1 
 
Methods S1 Supplementary ‘Materials and Methods’ information about inoculation protocol, 
HapMap SNP data; GWAS analyses and primer sequences used in qRT-PCR experiments. 
 
Plant Inoculations 
For in vitro tests, zoospore concentration was adjusted to 105 zoospores / ml and a 5 µl droplet of 
zoospore suspension was applied on top of the emerging root hair zone of a one day old seedling 
grown on M medium (Bécard and Fortin, 1988). For each accession, two replications were performed 
containing 20 plants each, with five inoculated plants in three Petri dishes (12 mm  12 mm) and five 
non-inoculated plants in one Petri dish. In vitro tests were conducted at 22°C for 16 h and 20°C for 8 
h night during 21 d. 
For climatic chamber assays, zoospore concentration was adjusted to 2.103 zoospores / ml and 5 
ml of zoospore suspension were used to inoculate a 12 day-old plant. A randomized complete block 
experimental design was employed, with 4 blocks per accession and controls, and 5 plants / 
accession / block grown in a pot in a moistened vermiculite substrate. Climatic chamber tests were 
performed over 14 d post inoculation at 25°C for 16 h day and 23°C for 8 h night. 
 
Hapmap SNP data 
To impute SNP with the software TASSEL (Bradbury, et al., 2007), we used the “Length” method, 
an algorithm working on phased data that imputes each missing base with the accession that shares 
the longest haplotype surrounding the base (here, a window of 30 SNPs). This simple approach is 
reported to be generally equal or better than other published approaches (E. S. Buckler, 
unpublished). To improve imputation efficiency, we included a reference sequence represented by 
the SNP alleles extracted from the reference genome (A17 Jemalong). Genomic information was 
made available for each SNP by the Medicago HapMap project: “position” (in bp on the 
chromosome), “nearest_genecall” (Medtr code), ”gene_context” (“0” = intergenic, “5” = 5’ UTR, “C” 
= coding-exon,”I” = intron), “gene_distance” (distance to the nearest genecall), ref_allele (A17 
Jemalong reference allele) and “ref_amino_acid” (reference amino acid, whether the SNP generates 
an amino acid change). 
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Statistical model for association mapping 
The MLM statistical model is expressed in a matrix notation as y = Xβ+Zu+e, where y is the vector 
of observations, β is an unknown vector containing fixed effects including SNP marker and population 
structure (Q), X and Z are the known design matrices, and u ~N(0,σ2gK) and e~ N(0,σ
2
eIn) are random 
effects meant to capture the variance due to genetic effects from additive multiple background QTL 
and due to the environment, respectively. The resulting vector of SNP marker effect is then simply 
tested for overall significance using an F-distribution. 
 
Population structure and kinship matrix estimation 
For the STRUCTURE method we used a set of 968 unlinked SNPs – with MAF > 0.05 - that were 
pruned using an LD-based method (multiple correlation coefficient between SNPs markers, R2 ) 
implemented in the PLINK software (Purcell, et al., 2007). In order to determine the optimal number 
of populations of our dataset, STRUCTURE was run for k ranging from 1 to 10 for each of the four 
possible configurations of population modelling: “admixture” or “no admixture” with “correlated” or 
“independent” allele frequencies among populations. Five replicated MCMC were carried out for 
each K, with a burn-in length of 100,000 iterations and a total number of iterations of 200,000. The 
method implemented in (Evanno, et al., 2005) was used to find the most probable number of groups 
in our data set. The optimal K turned out to be K =2. For the DAPC method, 34,550 intergenic SNPs 
were used and the number of groups was estimated using Bayesian Information Criterion (BIC). 
Finally the two Q matrices were compared to generate a consensus Q matrix in which the assignment 
probability of a given accession was set to either 0,1, or 0.5 if ambiguous among analyses. K matrix 
was estimated using TASSEL with 14,564 intergenic SNPs scored in at least 98% (i.e. 175) of the 
accessions with MAF > 0.01. It is a similarity matrix derived from a distance matrix in which each 
element dij of the distance matrix is equal to the proportion of the SNPs which are different between 
taxon i and taxon j. 
 
Linkage disequilibrium (LD) analyses 
The number of LD blocks in the genome was estimated using PLINK software (Purcell, et al., 2007). 
This number varied between 29041 and 55463, with different window sizes for block calculation (5, 
10 and 50 kb) and using two sample sizes (288 and 179 accessions). This led to significance 
thresholds between 9.02  10-7and 1.72  10-6 for Bonferroni correction using the number of LD 
blocks. Hence we decided to use a consensus threshold P < 10-6 for this Bonferroni correction. 
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Bonferroni block corrections are generally anti-conservative trend (Johnson, et al., 2010) while 
classical Bonferroni correction is highly conservative (Rice, et al., 2008). Linkage disequilibrium (D’, r2) 
was also calculated and visualized using HAPLOVIEW software (Barrett, et al., 2005). 
 
qRT-PCR analysis 
Total RNA was isolated from roots with the ‘RNeasy for plant and fungi’ kit (Qiagen), followed 
by DNAse treatment. For each sample, total RNA was reverse-transcribed to cDNA using the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Quantitative reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (qRT-PCR) was performed in an ABI Prism SDS 7900HT (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) system as previously described (Djébali, et al., 2009). qRT-PCR 
primers sequences used to amplify the F-box protein coding candidate gene (Medtr3g011020) are 
TGCACATTTTAGGTGCTTTGG and TCCTAGCATTAAGAACAAGGCCA. Two M. truncatula genes 
(AC233140_53.1 and Medtr4g097170.1), or Mtr.42993.1.S1_at and Mtr.16911.1.S1_s_at (as 
identifiers on the Affymetrix chip, respectively) were used to normalize plant gene expression. 
Primers used to amplify these two genes, which are both stably expressed during A. euteiches 
infection kinetics between 8 hpi and 15 dpi, are ACGTAACTGTACCAATCGTTCT and 
CTGGTGGAGGTGGCGTATTT for AC233140_53.1, CTTTGCTTGGTGCTGTTTAGATGG and 
ATTCCAAAGGCGGCTGCATA for MTGI9-TC118424. 
 
Sequencing of the Medtr3g011020 gene 
The following primers were used to amplify the Medtr3g011020 gene in three overlapping segments: 
PCR product 1: GGACCGTCGAAACCTGTTCT / TCGGAACCGAAACCAAAAGTC; PCR product 2: 
CTCCACTCTAATTTAGCAAGCACT / GTAGAATCTATTAGGATCACGCTCG, and PCR product 3: 
TTGGCAAAAGAGTCTTATCAAAAGC / AATGATGCAAGAAGTTTTAGTAACA. PCR amplifications were 
performed in a 50-µl reaction mixture containing Go Taq® Flexi buffer (5X), 2.5 mM of MgCl2, 400nM 
of each primer, 0.2mM of each dNTP and 1.25 unit of Go Taq polymerase. PCR reactions were 
performed with the following cycling conditions: 95°C for 2 min (initial denaturation) followed by 35 
cycles at 95°C for 30 s, 58°C for 30 s and 72°C for 1 min. A final extension step was carried out at 72°C 
for 5 min. The resulting PCR products were purified and sequenced by Sanger method. Sequenced 
PCR products were contiged using CONTIG ASSEMBLY PROGRAM -CAP- software (Huang, 1992). 
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III. Validation fonctionnelle du candidat majeur impliqué 
dans la résistance quantitative de M. truncatula à A. 
euteiches. 
 
L’étude de génétique d’association a permis de révéler la structure génétique de la résistance 
quantitative de M. truncatula à A. euteiches en identifiant deux loci majeurs indépendants très 
proches sur le chromosome 3. Le locus majeur le plus significatif, qui représente 23% de la variance 
génétique, désigne avec précision un gène codant une protéine à F-box (Medtr3g011020) dans lequel 
des SNPs, détectés comme significatifs, sont localisés dans le promoteur et dans la protéine. Le 
deuxième locus qui représente 18% de la variance génétique désigne une région génomique dans 
lequel un SNP est détecté dans une région localisée entre un gène codant une adenylate 
isopentényltransferase (IPT) et un facteur de transcription de type MYB.  
Le choix pour la poursuite des travaux s’est porté sur le locus majeur représentant la plus grande part 
de la variance génétique associé aux SNPs les plus significatifs dans les conditions de phénotypage in 
vitro que j’ai réalisé. L’analyse de la séquence associée au phénotype de sensibilité a révélé qu’elle 
code une protéine complète, certainement fonctionnelle, avec un domaine F-box et un domaine 
d’interaction intact. Ces domaines permettent d’interagir avec d’autres protéines pour former un 
complexe E3 de type SCF permettant d’accrocher une molécule d’ubiquitine sur la protéine cible 
recrutée de manière spécifique par le domaine d’interaction. Par ailleurs, la séquence associée aux 
accessions résistantes présente des modifications de structure (protéines tronquées ou modification 
de structure secondaire) qui suggèrent que cette protéine est non fonctionnelle ou que la fonction 
est modifiée. L’hypothèse faite est que la protéine F-box agit comme régulateur négatif de 
l’immunité. 
Suite à l’identification de ce gène par l’analyse de GWAS, la première étape est de vérifier que ce 
gène candidat est effectivement impliqué dans le phénotype de résistance observée, ce qui implique 
une validation fonctionnelle de cette protéine par transgénèse.  
1. Validation du gène codant pour une protéine à domaine F-box 
(Medtr3g011020) par transgénèse. 
Au vue de la fonction potentielle de cette protéine, comme régulateur négatif de la résistance et de 
la nature récessive de la résistance, deux stratégies s’offrent à nous. Soit on exprime le gène associé 
à la sensibilité dans les accessions résistantes ce qui devrait permettre d’exprimer une protéine 
fonctionnelle qui augmentera la sensibilité de l’accession résistante.  
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HapMap id 
Annotation 
F-box family 
protein  
Unknown 
Protein  
MYB 
transcription 
factor  
Mt3.5_id Medtr3g011020 Medtr3g011030 NA 
P-value 1,1681E-09 1,6143E-09 4,9814E-08 
PC1 c3_2612996 c3_2614037 c3_2773973 
83 6,17 T A A 
80 6,143 T C A 
97 6,09 T C A 
189 5,632 C A A 
72 5,608 C A A 
67 5,295 C A T 
163 5,23 T C A 
2 5,114 T C A 
4 5,044 C A A 
96 5,037 T C T 
36 4,958 C A A 
0 4,289 C A A 
28 3,501 T C A 
27 0,16 C A A 
6 -1,619 C A A 
114 -2,741 C A A 
126 -2,764 C A A 
10 -3,181 C A A 
15 -3,197 C A A 
19 -3,278 C A A 
 
Figure 38 : Données génotypiques  des SNP candidats dans les deux loci majeurs identifiés par 
GWAS du niveau de résistance de M. truncatula à A. euteiches en testant  5 107 697 SNPs. 
Le tableau résume les allèles pour chaque accession à chaque SNP, les plus significativement 
détectés, avec un code couleur. Le marron est associé aux allèles sensibles alors que le vert aux 
allèles résistants. Les gènes et p-valeur associées aux SNPs sont indiqués en haut du tableau. Les 
valeurs phénotypiques PC1 proportionnelles au niveau de résistance pour chaque accession sont 
indiquées à gauche.  
 Lignée sélectionnée pour les analyses fonctionnelles. 
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Insert 
Vecteur Accession transformée 
ADNg Fragment d’ADNg 
HM080 
Fbox pK7WG2D.0 HM019 (S) 
p2Kb::Fbox pKGWD.0 HM019 (S) 
HM019 
Fbox pK7WG2D.0 HM080 (R) 
p2Kb::Fbox pKGWD.0 HM080 (R)  
 
Figure 39 : Liste des constructions utilisées pour réaliser les expériences de validation 
fonctionnelle.  
 
 
 
Figure40 : Evaluation du niveau d’infection des racines transformées des plantes composites par 
quantification de l’expression du gène de la tubuline alpha d’A. euteiches en qRT-PCR.  
Les échantillons issus de la transformation de HM019 sont en bleu et de HM080 en rouge. Les 
échantillons « Fbox » correspondent aux racines transformées avec un insert qui surexpriment le 
gène qui code pour une protéine à domaine Fbox (Medtr3g011020), les échantillons contrôles sont 
les racines transformées avec un insert sans gène. 
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Soit on inhibe l’expression du gène associé à la sensibilité dans les accessions sensibles afin 
d’augmenter la résistance de la plante transformée.  
Pour conduire ces expériences, l’accession HM019 a été utilisée comme accession sensible et 
l’accession HM080 comme accession résistante. HM019 contient les SNPs les plus significatifs (sur les 
deux loci majeurs) associés à la sensibilité et HM080 présente les SNPs associés à la résistance dans 
le locus contenant le gène F-box ainsi que le SNP associé à la sensibilité dans locus GAMYB/IPT. 
(Figure 38). Par conséquent, le gène F-box associé à la sensibilité (HM019) sera exprimé dans une 
accession pour laquelle, seul le locus de résistance étudié est présent. Devant la difficulté de 
transformer des plantes entières de M. truncatula, l’objectif est de tester le phénotype sur des 
plantes composites ou des hairy roots de chacun des deux génotypes transformés avec les différents 
constructions et vecteurs vides. De plus, les clonages ont été réalisés avec des vecteurs 
« GATEWAY® ».  
A partir de l’ADNg des accessions HM080 et HM019, nous avons réalisé des amplifications par PCR du 
gène Medtr3g011020 ainsi que d’une région de 2kb dans la partie 5’ pour obtenir un fragment 
comportant le gène et son promoteur. Ces deux types de construction nous permettront d’exprimer 
le gène F-box soit sous le contrôle du promoteur 35S avec le vecteur pK7WG2D.0, soit sous le 
contrôle du promoteur natif pKGWD.0. (Figure 39). Grâce à la présence du gène GFP dans l’ADN-T, 
nous pourrons visualiser les racines transformées et les sélectionner. Parmi celles-ci, certaines 
d’entre elles seront isolées pour cultiver ensuite des « hairy roots». 
Les plantes composites ayant des racines transformées, par un vecteur contenant le gène F-box sous 
le contrôle du promoteur 35S ou par un vecteur contrôle (sans le gène Fbox), ont été inoculées avec 
des zoospores d’A. euteiches dans les conditions de culture in vitro. Six jours après inoculation, les 
systèmes racinaires des quatre plantes contenues dans une boîte de Petri ont été rassemblés afin de 
quantifier leur niveau d’infection par qRT-PCR. Aucune différence de colonisation n’est observée 
entre les échantillons de racines HM080 (résistante) transformées par le gène F-box associé à la 
sensibilité (p35S ::FboxHM019) et les racines (HM080) transformées avec une construction témoin. 
En revanche, pour les échantillons issus des racines HM019 (sensible) transformées, nous observons 
une augmentation de l’infection par A. euteiches dans les racines transformées avec le gène F-box 
associé à la résistance (p35S ::FboxHM080) par rapport à celles transformées avec une construction 
témoin. Cependant les barres d’erreur illustrant la forte variabilité dans les échantillons ne 
permettent pas de conclure sur ces résultats (figure 40).  
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Figure 41: Evaluation du niveau d’infection des racines transformées « hairy root » par 
quantification de l’expression du gène de la tubuline alpha d’A. euteiches en qRT-PCR.  
A : En bleu sont représentés les clones issus de la transformation de HM080 (R) par un insert qui 
permet une surexpression du gène codant la protéine à domaine Fbox (Medtr3g011020) de HM019 
(S)(p35S ::Fbox_HM019) et en rouge les clones issus de la transformation par un insert sans gène.  
B : En bleu sont représentés les clones issus de la transformation de HM019 (S) par un insert 
surexprimant le gène codant la protéine à domaine Fbox (Medtr3g011020) de HM080 (R) 
(p35S ::Fbox_HM080) et en rouge les clones issus de la transformation par un insert sans gène . 
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Une autre expérience a été réalisée sur les racines « hairy root » isolées des plantes composites 
HM080 et HM019 transformées avec le vecteur contenant le gène Fbox et contrôle. Après plusieurs 
semaines de culture sur milieu M contenant du saccharose, une dizaine d’apex racinaires « hairy 
root » du même clone (un clone est une racine « hairy root » issu d’un élément de transformation) 
sont disposés dans une boite de Pétri carrée sur Milieu M contenant du saccharose. Au bout d’une 
semaine de croissance, les plantes sont inoculées avec des zoospores. A six jours d’infection, les 
racines d’une boite sont rassemblées pour quantifier leur infection par qPCR. Pour les racines « hairy 
root » de HM080, les analyses réalisées sur deux échantillons des deux clones transformés par le 
gène Fbox HM019 (sensible) sous le contrôle du promoteur 35S (p35S ::FboxHM019) et des trois 
clones contrôles, ont révélé une augmentation de l’infection dans les racines surexprimant la Fbox 
associée à la sensibilité (HM019). En revanche, aucune différence n’est observée entre les clones 
« hairy root » de HM019 transformés par les vecteurs contenant le gène F-box de HM080 (résistant) 
sous le contrôle du promoteur 35S et le vecteur contrôle (Figure 41).  
2. Perspectives. 
Les résultats obtenus sur les racines « hairy root » sont encourageants. En effet, nous avons pu 
montrer l’augmentation de l’infection d’une accession résistante avec plusieurs éléments de 
transformation indépendants (clones) de « hairy root ». Cependant lorsque l’on compare le niveau 
d’infection des « hairy root » de HM080 et HM019 transformées par l’insert contrôle, aucune 
différence d’infection n’est relevée. On ne retrouve donc pas le différentiel de résistance entre ces 
deux accessions. Ce résultat suggère qu’il faut approfondir et améliorer le protocole de validation 
fonctionnelle afin d’obtenir des conditions optimales pour analyser la variation de niveau des 
résistances des racines transformées. Nous pourrions envisager dans un premier temps de faire une 
cinétique de l‘infection pour déterminer le jour pour lequel la meilleure différence entre les « hairy 
root » résistantes et sensibles transformées par l’insert contrôle est obtenue. Dans un deuxième 
temps, nous pourrions réaliser l’analyse de la résistance des clones transformés par les inserts 
contenant les gènes candidats à A. euteiches.  
Les constructions utilisées pour réaliser ces expériences de validation fonctionnelle surexpriment le 
gène Medtr3g011020 dans les racines transformées, cependant l’utilisation d’un promoteur 35S 
n’est peut-être pas adaptée à la validation fonctionnelle de ce gène. En effet, des éléments cis-
régulateurs nécessaires pour l’activation de l’expression de ce gène peuvent ne pas être présents.  
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De plus, sachant qu’un faible niveau d’expression de ce gène est observé dans les plantes sensibles, 
le niveau d’expression très important induit par le promoteur 35S n’est peut être pas nécessaire et 
pourrait au contraire engendrer des perturbations importantes qui gêneraient l’analyse 
phénotypique des mutants. C’est pourquoi le clonage du gène de la F-box, avec une région de 2Kb en 
amont de la séquence codante, a été aussi réalisé chez les deux lignées sélectionnées HM080 et 
HM019. Ces constructions ont été utilisées pour générer des plantes composites ainsi que des 
« hairyroot », qui feront l’objet d’analyses phénotypiques en condition d’infection dans les mois à 
venir.  
L’inhibition de l’expression du gène est aussi une stratégie envisageable qui permettrait d’augmenter 
la résistance dans le cas où la F-box est un régulateur négatif de la résistance en empêchant la 
régulation post transcriptionnelle de sa cible et sa dégradation par le protéasome 26S. L’avantage de 
cette stratégie est que le même vecteur de transformation pourrait être utilisé pour  inhiber 
l’expression de ce gène dans différentes accessions en faisant attention de cibler une région 
commune. Cependant il faut noter qu’il sera probablement difficile de valider l’inhibition de 
l’expression du gène car celui-ci est très faiblement exprimé dans les racines.  
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Chapitre 3 : Identification par génétique 
d’association des déterminants génétiques 
impliqués dans la variabilité naturelle du 
développement des racines latérales en réponse 
aux facteurs Nod.  
I. Introduction  
Le développement du système racinaire tient une place très importante pour la survie des plantes 
dans leur environnement. Sa fonction primaire est d’ancrer les plantes et de nourrir celles-ci grâce 
aux nutriments et à l’eau qu’elle puise dans le sol. Par ailleurs, les racines vont aussi jouer un rôle 
très important dans les mécanismes d’adaptation des plantes à leur environnement, qu’il soit 
biotique lors des interactions avec les microorganismes du sol ou abiotique, lorsque les plantes sont 
confrontées à un stress hydrique, salin ou à une carence de nutriments dans le sol. Le 
développement post embryonnaire des racines latérales constitue un élément clef de la modulation 
de l’architecture racinaire pour s’adapter aux différentes conditions auxquelles les plantes doivent 
faire face. Alors que les évènements cellulaires et moléculaires de la formation des racines latérales 
sont bien étudiés chez A. thaliana (voir introduction), très peu de choses sont connues chez les 
légumineuses. Récemment une étude sur le développement des racines latérales de M. truncatula a 
permis de souligner les différences ontogéniques entre ces deux espèces (Herrbach, et al., 2014). 
Chez cette légumineuse une différence majeure est l’implication de l’endoderme et du cortex interne 
dans la formation du primodium racinaire, cette étape est par ailleurs accompagnée de 
l’accumulation d’auxine qui déclenche différentes étapes de signalisation (Herrbach, et al., 2014). Il 
est intéressant de noter que ce sont les mêmes tissus qui sont impliqués dans le développement du 
nodule (Crespi and Frugier, 2008, Oldroyd, et al., 2011), que l’initiation de ces organes est issue de la 
dédifférenciation des cellules de la racine (péricycle pour les racines latérales et cortex interne pour 
les nodosités) et de la division des cellules du péricycle. Ces travaux confortent l’hypothèse que la 
mise en place de la nodulation exploite le mécanisme de formation des racines latérales (Couzigou, 
et al., 2012, Desbrosses and Stougaard, 2011). De plus, on peut considérer que la stimulation de la 
formation de racines latérales par les facteurs Nod (NFs) (Oláh, et al., 2005) n’est autre que la 
manifestation physiologique et morphologique de l’activation et du détournement du programme de 
développement des racines au profit de celui des nodosités, sans pouvoir aboutir faute de la 
présence de symbiote. A l’heure actuelle, seuls quelques gènes étudiés grâce aux mutants de 
symbiose ont pu être associés à la réponse du système racinaire aux LCOs. Cependant la diversité des 
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acteurs moléculaires et des voies de régulation impliqués dans cette réponse restent très mal 
connue. L’approche, sans a priori, permise par une analyse de génétique d’association doit permettre 
une meilleur identification des gènes impliqués et ainsi favoriser la compréhension des mécanismes 
moléculaires mis en jeu lors de la stimulation du système racinaire par les LCOs. Cette analyse devrait 
en effet nous apporter des informations i) sur le fonctionnement du système racinaire de M. 
truncatula, et son adaptation à son environnement biotique ii) sur l’identification de nouveaux 
composants génétiques impliqués dans les étapes précoces de la symbiose iii) sur des gènes 
ancestraux du développement racinaire recrutés pour le développement des nodosités.  
Pour atteindre ces objectifs nous allons caractériser la variabilité de réponse du système racinaire 
aux facteurs Nod dans la population naturelle de M. truncatula utilisée pour analyser la résistance à 
A. euteiches (chapitre précédent) et tenter ainsi d’identifier des déterminants génétiques impliqués.  
II. Résultats 
Les résultats obtenus suite aux analyses sont structurés en trois parties : (i) d’abord les résultats 
d’analyse phénotypique présentant la mise en évidence d’une variabilité de réponse du système 
racinaire aux NFs, (ii) les résultats de l’étude de génétique d’association du développement des 
racines latérales en condition contrôle ou en réponse aux NFs, et enfin (iii) les résultats visant à 
chercher des interconnexions moléculaires entre les réponses au traitement par les NFs et celles du 
développement des nodules.  
A. Etude de la variabilité de réponse du système racinaire aux facteurs Nod   
Le nombre de racines latérales de chaque plante a été compté à 5, 8, 11, et 15 jours de croissance sur 
un milieu de culture (milieu M becard et fortin 1988) contenant des NFs de S. meliloti (10-8M) ou une 
solution témoin (dilution 1/100000 dans de l’acétonitrile 50%). Ces valeurs ont été choisies après une 
mise au point sur trois accessions (A17, F83 et DZA45.5). Le jeu de données obtenu pour le 
phénotypage de l’architecture racinaire représente donc huit variables biologiques (nombre de 
racines pour quatre temps et deux conditions) Ces données ont été obtenues sur 157 accessions au 
cours de 13 expériences correspondant à 4964 plantes contrôles et 5128 plantes traitées avec des 
NFs. 
 
 
 
 
185 
 
 
Tableau 1: Tableau des valeurs de moyennes extrêmes du nombre de racines latérales et des 
accessions de M. truncatula associées.  
 
Figure 42 : Cinétique du nombre de racines latérales en condition contrôle et Nod pour les deux 
accessions extrêmes HM038 et HM063. 
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Jours après traitement 
HM038 Contrôle
HM038 Nod 10-8M
HM063 Contrôle
HM063 Nod 10-8M
Traitement  
Jours après traitement 
5 8 11 15 
Contrôle 
Moyenne la plus faible 0 0 0.18 0.73 
Accession 
HM009, HM015, HM016, HM019, HM027, HM028, 
HM034, HM038, HM040, HM041, HM050, HM071, 
HM099, HM105, HM112, HM131, HM138, HM146, 
HM150, HM153, HM177, HM183, HM184, 
HM197,HM205 
HM019, HM034 
HM131 
HM038 HM038 
NFs 
Moyenne  la plus faible 0 0.05 0.44 1.2 
Accession 
HM019, HM027, HM028, HM034, HM036, HM038, 
HM040, HM041, HM071, HM105, HM146, HM160, 
HM183, HM184, HM192 
HM019 HM038 HM038 
Contrôle 
Moyenne  la plus 
élevée 
2,25 6.35 10.3 14.37 
Accession HM063 HM063 HM068 HM063 
NFs 
Moyenne  la plus 
élevée 
2.3 8,5 15,6 18,4 
Accession HM063 HM063 HM063 HM063 
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Figure 43: Représentation en boîtes à moustâches de la distribution des valeurs moyennes par 
accession du nombre de racines latérales, en fonction des jours d’analyse et du traitement. 
La hauteur des moustâches représente la distribution de 95% des valeurs du nombre moyen de 
racines latérales pour l’ensemble des lignées phénotypées. Chaque boîte représente la distribution 
de 50% des valeurs centrées sur la valeur médiane. Les extrémités des boîtes représentent les 
quartiles (1er et 3ème).  Les points au-delà des moustaches sont des valeurs de moyennes extrêmes qui 
représentent 5% des valeurs. En bleu est représentée la distribution des valeurs moyennes du 
nombre de racines latérales pour l’ensemble des lignées phénotypées en condition contrôle. En 
rouge la même distribution mais pour la condition de traitement aux facteurs Nod.  
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1. Variabilité du développement de racines latérales. 
Pour réaliser l’analyse de la variabilité de réponse aux NFs nous avons calculé pour chaque accession 
une moyenne du nombre de racines latérales à 5, 8, 11, et 15 jours de traitement. 
a. Variabilité entre accessions 
Dans la collection, pour chacune des variables biologiques on observe des différences de moyennes 
du nombre de racines latérales entre accessions. Ces différences reflètent la variabilité naturelle du 
développement des racines latérales dans la population étudiée. A 5 jours, on observe un nombre de 
racines latérales de 0 à 2,3 pour les conditions « contrôle » et de 0 à 2,3 dans les conditions de 
traitement aux NFs. A 8 jours, ce chiffre est compris entre 0 et 6,4 pour les conditions contrôles et 
entre 0,05 et 8,5 en présence des NFs. A 11 jours, ces mêmes chiffres varient respectivement entre 
0,2 et 10,3 et entre 0,4 à 15,6. Enfin à 15 jours, le nombre de racines latérales varie de 0,7 à 14.4 
pour les conditions « contrôle » et de 1,2 à 18,4 dans les conditions  « NFs » (Tableau 1). On retrouve 
donc une forte variabilité entre accessions à chaque jour, pour chacune des conditions, comme 
l’illustre la cinétique des accessions extrême HM038 et HM063 qui ont respectivement peu et 
beaucoup de racines latérales (Figure 42). Cette variabilité s’accroît avec le temps.  
b. Influence du traitement « facteurs Nod » 
De façon globale en considérant la moyenne de la population, par traitement et par jour, on observe 
une augmentation du nombre de racines latérales en fonction du temps (jusqu’à 15 jours), quelque 
soit la condition (NFs ou contrôle). On observe aussi une augmentation lorsque les plantes sont 
traitées avec les NFs à chaque jour (5, 8, 11 et 15 jours). Parallèlement on observe une augmentation 
de la variabilité au cours de la cinétique, comme l’indique l’augmentation de la hauteur des boxplots 
(1er quartile et 3ème quartile) ainsi que des segments perpendiculaire (95% des valeurs) (Figure 43). 
Pour savoir si le traitement aux NFs a réellement un effet sur l’architecture racinaire, un test 
statistique de Wilcoxon a été réalisé. Ce test a permis de comparer l’ensemble des moyennes (157 
accessions) du nombre de racines latérales pour la condition de traitement aux NFs par rapport à la 
condition contrôle pour chaque temps. Ce test statistique indique qu’il y a une différence 
significative entre le traitement contrôle et le traitement NFs au seuil de 1% d’erreur au minimum à 
chaque temps (5 jours : p-valeur=0.003; 8 jours : p-valeur= 4.8 X 10-6, 11 jours : p-valeur=2 x 10-5 et 
15 jours : p-valeur= 1.3 x10-5). On observe donc un effet de stimulation de la production de racines 
latérales par les NFs de manière globale sur la population des 157 accessions de M. truncatula à 5, 8, 
11 et 15 jours de traitement. 
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Figure 44 : Scan de boite de Petri contenant 5 plantes de M. trunctula des accessions HM038 
(gauche) et HM063 (droite) à 15 jours de culture sur du milieu M.    
 
 
Figure 45 : Représentation en boîtes à moustaches de la distribution des AULRPC moyennes de la 
population de 157 accessions de M. truncatula phénotypées. 
 
 
 
 
190 
 
 
Figure 46 : Variabilité de la différence entre l’AULRPC moyenne en condition de traitement aux NFs 
et l’AULRPC moyenne en condition « contrôle » (delta AULRPC) dans la population des 157 
accessions testées.  
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2. Variabilité de la cinétique du développement des racines latérales. 
Grâce aux relevés phénotypiques réalisés à quatre temps différents sur chaque plante de chaque 
accession, on peut s’intéresser à la cinétique du développement des racines latérales pour chaque 
plante de toutes les accessions et pour chaque traitement. Pour cela nous avons calculé un 
paramètre synthétique : l’aire sous la courbe de la cinétique des moyennes du nombre de racines 
latérales (Area Under the Lateral Root Progress Curve - AULRPC) pour chaque plante. Pour comparer 
les accessions et les traitements on calcule une AULRPC moyenne pour chaque accession et chaque 
traitement à partir des AULRPC des plantes phénotypées. L’AULRPC pour chaque accession s’étend 
de 2,2 (HM038) à 83,2 (HM063) pour la condition contrôle et de 4,2 (HM038) à 126,8 (HM063) dans 
les conditions de traitement aux NFs. On observe dans la population  une forte variabilité de 
l’AULRPC comprise entre ces valeurs extrêmes que ce soit dans les conditions contrôle ou dans les 
conditions de traitement aux NFs. (Figure 44) 
A l’échelle de la population on observe une augmentation de l’AULRPC moyenne en condition de 
traitement aux NFs par rapport aux conditions contrôle. On observe ainsi un effet de stimulation de 
la production de racines latérales par les NFs de manière globale sur les 157 accessions de M. 
truncatula (Figure 45). D’autre part en calculant la différence entre l’AULRPC moyenne en condition 
de traitement avec les NFs et l’AULRPC moyenne en condition contrôle (AULRPC_delta), on 
s’intéresse avec ce paramètre à l’effet du traitement des NFs sur le développement des racines 
latérales. Lorsque cette différence est supérieure à 0 il s’agit d’une augmentation de l’AULRPC  qui 
traduit une accélération ou une stimulation du développement des racines latérales par les NFs. 
Lorsque cette différence est inférieure à 0 il s’agit d’une diminution de l’AULRPC qui traduit un 
ralentissement ou une inhibition du développement des racines latérales par les NFs. On observe une 
grande variabilité de cette différence d’AULRPC s’étendant de –16,1 (HM148) à 43,6 (HM063) ce qui 
souligne la variabilité de réponse aux NFs qu’on observe sur les 157 accessions (Figure 46). Parmi 
toutes les accessions on observe qu’une majorité d’entre elles présentent une AULRPC_delta positive 
(85 % soit 133 accessions), mais on notera aussi la présence d’accessions pour lesquelles il y a une 
diminution de l’AULRPC_delta négative (15% soit 24 accessions). Cette inhibition de la formation du 
nombre de racines latérales en condition Nod peut sembler surprenante d’après ce qui était connu 
jusqu’ici mais illustre la forte variabilité naturelle observée dans la collection pour la réponse du 
système racinaire aux NFs. Cette variabilité rend donc tout à fait pertinentes les analyses de 
génétique d’association  qui seront réalisées afin de révéler les déterminants génétiques de la 
variabilité de formation des racines latérales chez M. truncatula. 
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Chr 
Position des 
SNPs (Mt3.5) 
P-value 
Modèle de 
gène (Mt3.5) 
Modèle de 
gène Mt4.0 
Annotation Mt4.0 
1 1640516 6,63E-07 Medtr1te008800 NA NA 
1 1688063 7,79E-07 Medtr1g008870 NA en aval Medtr1g008765.1 (hypothetical protein) 
1 7186108 8,08E-07 Medtr1te023280 Medtr1te055395.1 ribonuclease HI 
1 31891213 4,03E-07 Medtr1g108420 Medtr1g108420.1  DUF223 domain protein 
1 31971428 5,68E-07 
Medtr1g108620 Medtr1g108620.1  hypothetical protein 
1 31971526 4,42E-07 
1 32117309 4,03E-07 Medtr1g108990 Medtr1g108990.1  MATE efflux family protein 
1 32548403 4,03E-07 Medtr1te110400 Medtr1te110400.1  hypothetical protein 
1 32551892 4,03E-07 Medtr1g110410 Medtr1g110410.1  hypothetical protein 
1 32646046 3,01E-07 
Medtr1g110600 NA ADN non codant en amont de Medtr1g110590.1   (adenylate isopentenyltransferase) 
1 32646498 4,12E-07 
2 11197063 5,90E-07 Medtr2g032780 Medtr2g032780.1  hypothetical protein 
2 18171961 1,20E-07 Medtr2g058870 Medtr2g058870.1  hypothetical protein 
3 17071351 5,07E-07 Medtr3te054970 Medtr3te054970.1  retrotransposon gag protein 
3 30670630 5,52E-07 Medtr3g090640 Medtr3g090640.1  proline-rich cell wall-like protein 
3 31103303 9,88E-07 
Medtr3g091390 NA ADN non codant 2 à 3 Kb en aval Medtr3g091400.1 (phosphatidylinositol 3- and 4-kinase family protein)  
3 31103371 1,39E-07 
3 31110677 9,88E-07 Medtr3g091400 Medtr3g091400.1  phosphatidylinositol 3- and 4-kinase family protein 
4 2175006 2,16E-07 Medtr4g010660 NA ADN non codant 7Kb en amont de Medtr4g010565.1  (DEAD-box ATP-dependent RNA helicase-like protein)  
4 4912350 7,31E-07 Medtr4g018890 NA ADN non codant en amont de Medtr4g018880.2 (PAR1 protein) 
4 5364459 9,07E-07 Medtr4te020510 Medtr4te020510.1  reverse transcriptase zinc-binding protein 
4 9800677 3,82E-07 Medtr4g032290 Medtr4g032290.1  MADS-box transcription factor family protein 
4 10394173 6,68E-07 Medtr4g033620 Medtr5g058320.1  UDP-glucosyltransferase family protein 
4 13886280 2,80E-08 Medtr4g047800 Medtr4g047800.1  homeobox leucine zipper protein 
4 16681586 6,31E-08 Medtr4g054840 NA ADN non codant 3,5 kb en aval de Medtr4g054820.1 (gland-specific fatty acyl-CoA reductase ) 
4 27608150 2,69E-08 Medtr4g081920 NA ADN non codant en amont d'une EST (BE998252) 
4 28537925 5,80E-07 Medtr4g083520 Medtr4g083520.1  hypothetical protein 
4 30444208 7,78E-07 Medtr4g087800 NA ADN non codant 
4 45134610 8,93E-07 Medtr4g128960 Medtr4g128960.1  ABC transporter B family protein, putative 
5 12871612 2,90E-07 Medtr5g031000 Medtr5g031000.1  MADS-box transcription factor 
5 13945972 6,34E-07 
Medtr5g033320 Medtr5g033320.1  multidrug resistance protein ABC transporter family protein 
5 13945973 6,34E-07 
5 15433966 8,33E-07 Medtr5te036400 Medtr5te036400.1  reverse transcriptase zinc-binding protein 
5 20105014 7,87E-07 Medtr5g046800 Medtr5g046800.1  hypothetical protein 
5 20105889 7,87E-07 
Medtr5g046810 NA ADN non codant en aval de Medtr5g046830.1 (MADS-box transcription factor) 
5 20106051 7,87E-07 
5 20106361 7,87E-07 
5 20106776 7,87E-07 
5 20106985 7,87E-07 
5 20107184 7,87E-07 Medtr5g046820 Medtr5g046830.1  MADS-box transcription factor 
5 20126867 9,96E-07 Medtr5g046870 Medtr5g046870.1  MADS-box transcription factor family protein 
5 23704579 9,74E-07 Medtr5g059000 Medtr5g059000.1  hypothetical protein 
5 23793814 9,58E-07 Medtr5g059230 Medtr5g059230.1  hypothetical protein 
5 36274014 4,65E-07 Medtr5te086270 Medtr5te086270.1  Ty3/Gypsy polyprotein/retrotransposon 
6 5410165 7,88E-08 Medtr6g023740 Medtr6g023740.1  triacylglycerol lipase-like protein 
6 9509583 5,20E-08 Medtr6te046100 Medtr6te046100.1  ADN non codant au milieu de nombreuses EST 
7 3270807 2,87E-07 Medtr7g013010 NA ADN non codant en amont (promoteur) de Medtr7g013020 (hypothetical protein) 
7 4986217 7,89E-08 
Medtr7g021040 Medtr7g021040.1  serine carboxypeptidase-like protein 
7 4986531 6,36E-07 
7 35228679 4,96E-07 Medtr7g110420 
intron de 
Medtr7g110415.1 
hypothetical protein 
8 4343783 4,69E-07 Medtr8g018730 Medtr8g018730.1  seed linoleate 9S-lipoxygenase 
8 14887540 8,64E-07 Medtr8te060690 Medtr8te060690.1  aspartyl protease 
8 14889130 5,70E-07 Medtr8g060700 Medtr8g060700.1 ubiquitin-conjugating enzyme 
8 14901613 8,60E-07 Medtr8g060720 NA ADN non codant à 3,1Kb en amont de Medtr8g060700 (ubiquitin-conjugating enzyme) 
8 15021911 4,36E-07 
Medtr8g061040 Medtr8g061040.1  sequence-specific DNA-binding transcription factor 8 15022047 8,60E-07 
8 15022296 8,60E-07 
8 15024474 8,44E-07 
Medtr8g061050 NA en amont (promoteur) de Medtr8g061040.1 (sequence-specific DNA-binding transcription factor) 8 15024500 8,44E-07 
8 15025138 8,44E-07 
8 15055141 2,89E-07 Medtr8g061130 Medtr8g061130.1  translation initiation factor IF-1 
8 15055924 5,70E-07 
Medtr8te061140 Medtr8te061140.1  Ty3/Gypsy polyprotein/retrotransposon 
8 15057060 2,86E-07 
8 15064067 8,09E-08 Medtr8g061150 Medtr8g061150.1  transmembrane protein, putative 
8 20488644 9,03E-07 
Medtr8g075750 NA ADN non codant 
8 20488649 2,96E-07 
8 25181667 1,72E-07 Medtr8g089010 Medtr8g089010.1  hypothetical protein 
8 27024690 1,38E-07 Medtr8g093880 Medtr8g093880.1  methyltransferase PMT26-like protein, putative 
8 27743356 7,47E-07 Medtr8g095410 Medtr8g095410.1  C3HC4-type RING zinc finger protein 
Figure 47: SNPs candidats identifiés par GWAS au seuil de p-valeur < 10-6 avec le paramètre AULRPC ctrl. 
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B. Génétique d’association : identification de gènes impliqués dans le 
développement du système racinaire en réponse aux NFs 
La variabilité du nombre de racines latérales pour ces accessions, entre expériences, permet de 
révéler l’existence d’effets environnementaux sur le développement des racines latérales pour 
chaque temps de la cinétique. Ces effets peuvent provenir de nombreux éléments techniques qui 
fluctuent d’une expérience à l’autre malgré la rigueur avec laquelle les expériences ont été réalisées 
(enceinte climatique, milieu synthétique etc …. Pour réaliser les analyses de génétique d’association 
nous allons utiliser des paramètres phénotypiques « corrigés » qui s’affranchissent des effets 
techniques et expérimentaux (effet « expérience » et effet « boîte »). Pour cela nous avons utilisé un 
modèle linéaire à effet aléatoire qui permet de prédire la distribution des effets génotypiques autour 
d’une valeur moyenne générale du nombre de racines latérales en tenant compte des effets 
expérimentaux (expérience et boite). L’effet prédit pour chaque génotype se nomme « Best Linear 
Unbiased Prediction » (BLUP) (meilleur prédicteur linéaire non biaisé). La distribution des BLUPs de 
toutes les accessions est normale, de moyenne 0 et de variance σ2a. Ainsi les BLUPs n’influencent pas 
la valeur moyenne générale mais capturent la variabilité autour de cette moyenne. C’est à partir de 
la distribution des BLUPs sur l’ensemble de la collection que nous poursuivrons les analyses de 
génétique d’association. 
Plusieurs analyses de génétique d’association ont été réalisées sur les paramètres phénotypiques 
corrigés : BLUP AULRPC_ctrl, BLUP AULRPC_Nod et BLUP AULRPC_delta. Ces analyses ont été 
réalisées sur un jeu de 5107697 SNPs imputés. Pour une valeur seuil de significativité (10-6) les 
analyses ont permis d’identifier 120 SNPs associés à 43 gènes et 12 éléments transposables, tous 
paramètres confondus.  
1. Résultats des analyses de génétique d’association.  
a. SNPs et gènes identifiés en condition contrôle. 
Au cours des expériences nous avons relevé des données phénotypiques dans les conditions 
contrôle, ce qui nous permet de conduire des analyses avec ce paramètre et d’identifier des SNPs 
associés à des gènes impliqués dans la variabilité du développement des racines latérales de manière 
constitutive dans la population étudiée et les conditions données. Ainsi 65 SNPs en association avec 
36 gènes et 8 éléments transposables ainsi que 4 SNPs dans des régions génomiques non codantes 
ont été identifiés avec le paramètre AULRPC_ctrl (BLUP). Ils sont répartis sur tous les chromosomes 
(Figure 47).  
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Chr 
Position des 
SNPs 
(Mt3.5) 
P-value 
Modèle de gène 
(Mt3.5) 
Modèle de gène 
Mt4.0 
Annotation Mt4.0 
1 1640516 1,74E-07 Medtr1te008800 NA NA 
1 1688063 9,56E-07 Medtr1g008870 NA 
ADN non codant en aval Medtr1g008765.1 
(hypothetical protein) 
2 22964616 8,73E-07 Medtr2g075290 Medtr2g075290.1 hypothetical protein 
3 3118428 6,43E-07 Medtr3g013730 NA 
snp à 2kb dans le promoteur du gène 
Medtr3g013740.1 (F-box and associated interaction 
domain protein) 
3 8085457 1,89E-07 Medtr3g027400 NA 
ADN non codant 10Kb en amont de Medtr3g027420.1 
(NBS-LRR type disease resistance protein) 
4 2175006 6,51E-07 Medtr4g010660 NA 
ADN non codant 7Kb en amont de Medtr4g010565.1  
(DEAD-box ATP-dependent RNA helicase-like protein) 
4 5364459 6,74E-07 Medtr4te020510 Medtr4te020510.1 reverse transcriptase zinc-binding protein 
4 9800677 2,07E-07 Medtr4g032290 Medtr4g032290.1 MADS-box transcription factor family protein 
4 13886280 3,77E-08 Medtr4g047800 Medtr4g047800.1 homeobox leucine zipper protein 
4 27608150 8,38E-07 Medtr4g081920 NA ADN non codant en amont d'une EST (BE998252) 
5 15433966 2,44E-07 Medtr5te036400 Medtr5te036400.1 reverse transcriptase zinc-binding protein 
5 20126867 9,67E-07 Medtr5g046870 Medtr5g046870.1 MADS-box transcription factor family protein 
5 32826185 6,17E-07 Medtr5g079140 Medtr5g079140.1 myb-like DNA-binding domain protein 
6 5410165 4,50E-07 Medtr6g023740 Medtr6g023740.1 triacylglycerol lipase-like protein 
6 9509583 8,39E-07 Medtr6te046100 Medtr6te046100.1 EST 
6 14869202 4,36E-07 
Medtr6te071570 Medtr6te071570.1 hypothetical protein 
6 14869212 2,04E-07 
8 7551823 3,79E-07 Medtr8g031990 Medtr8g031990.1 NAD(P)-binding rossmann-fold protein 
8 25181667 7,78E-07 Medtr8g089010 Medtr8g089010.1 hypothetical protein 
 
Figure 48: SNPs candidats identifiés par GWAS au seuil de p-valeur < 10-6 avec le paramètre AULRPC Nod. 
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Parmi l’ensemble de ces SNP identifiés, six SNPs ont une forte significativité (10-8 < p-valeur < 10-7) 
d’association avec le  phénotype observé. Ils sont associés à six régions génomiques différentes 
constituant six loci majeurs. Trois d’entre eux sont situés sur le chromosome 4 : c4_13886280, 
c4_16681586, c4_27608150, (p-valeur : 2,80x10-8, 6,31x10-8, 2,69x10-8) localisés à proximité de gènes 
codant respectivement pour un facteur de transcription de type homeobox leucine zipper, d’une 
protéine « gland-specific fatty acyl-CoA reductase » et dans une zone non codante juste en amont 
d’une EST (BE998252). Un SNP sur le chromosome 6 : c6_5410165 (p-valeur : 7,88x10-8) situé dans un 
intron d’une protéine triacylglycerol lipase-like. Un SNP sur le chromosome 7 : c7_4986217 (p-valeur 
: 7,89 x10-8) situé dans un intron d’une protéine serine carboxypeptidase-like, pour lequel un autre 
SNP c7_4986531 (p-valeur : 6,36 x10-7) a aussi été identifié dans la partie promotrice de ce gène. Un 
SNP sur le chromosome 8 c8_15064067 (p-valeur : 8,09 x10-8) situé dans un intron d’une protéine 
transmembranaire, localisé dans un locus de 10 kb contenant trois autres SNPs associés à un gène 
codant pour un « translation initiation factor IF-1 » et un élément transposable.  
Par ailleurs on peut souligner l’identification de trois autres loci majeurs remarquables car ils ont de 
nombreux SNPs candidats dans une région génomique restreinte même si les p-valeur sont 
supérieures à 10-7. Le premier locus est localisé sur le chromosome 5 dans lequel 6 SNPs ont été 
identifiés dans un intervalle de 1,2 kb situé à proximité ou dans un gène codant pour un facteur de 
transcription de type MADS-box (Medtr5g046830.1). Le deuxième locus sur le chromosome 8 est 
composé de sept SNPs localisés dans 3,5 Kb associés à un facteur de transcription de type 
« sequence-specific DNA-binding ». Enfin sur le chromosome 3, trois SNPs sont localisés à proximité 
d’un gène codant pour une protéine de la famille des « phosphatidylinositol 3- and 4-kinase ». Grâce 
à cette analyse nous avons identifié neuf loci qui semblent être fortement associés à la variation du 
nombre de racines latérales de manière constitutive, dans les conditions expérimentales de 
croissance. 
b. SNPs et gènes identifiés en réponse aux NFs. 
Utilisation du paramètre AULRPC (aire sous la courbe) 
 
L’utilisation du paramètre AULRPC_Nod (BLUP) nous permet d’identifier des loci impliqués dans la 
variation du nombre de racines latérales en présence de facteurs Nod à la concentration de 10-8M en 
prenant en compte l’ensemble des jours de la cinétique. Un total de 16 SNPs en association avec dix 
gènes, trois éléments transposables et cinq SNPs dans des régions non codantes ont été identifiés 
par l’analyse de génétique d’association (Figure 48)  
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Chr 
Position des 
SNPs (Mt3.5) 
P-value 
Modèle de 
gène (Mt3.5) 
Modèle de 
gène Mt4.0 
Annotation Mt4.0 
1 16731983 9,04E-07 Medtr1g066450 NA 1Kb en amont de Medtr1g064720.1 (hypothetical protein) 
1 31891213 1,79E-07 Medtr1g108420 Medtr1g108420.1  DUF223 domain protein 
1 32117309 1,79E-07 Medtr1g108990 Medtr1g108990.1  MATE efflux family protein 
1 32548403 1,79E-07 Medtr1te110400 Medtr1te110400.1  hypothetical protein 
1 32551892 1,79E-07 Medtr1g110410 Medtr1g110410.1  hypothetical protein 
1 32630912 7,66E-07 Medtr1g110580 NA ADN non codant 
1 32638762 7,66E-07 
Medtr1g110590 Medtr1g110590.1  adenylate isopentenyltransferase 
1 32640158 8,80E-07 
1 32640918 7,66E-07 
1 32642399 7,66E-07 
1 32642519 7,66E-07 
1 32645331 7,55E-07 
1 32645518 9,06E-07 
Medtr1g110600 
NA ADN non codant en amont de Medtr1g110590.1   (adenylate isopentenyltransferase) 
1 32646046 1,23E-07 
1 32646066 7,66E-07 
1 32646498 1,34E-07 
1 32647086 7,66E-07 
1 32647192 7,66E-07 
1 32647254 7,66E-07 
1 32647790 7,66E-07 
1 32647818 7,66E-07 
1 32648997 7,66E-07 
Medtr1g110610 1 32649202 7,66E-07 
1 32649687 7,66E-07 
1 32652122 7,66E-07 
Medtr1g110620 1 32653191 7,66E-07 
1 32653802 7,66E-07 
1 32655471 7,66E-07 
Medtr1te110630 Medtr1te110630.1  reverse transcriptase zinc-binding protein 
1 32656001 8,76E-07 
1 32657035 7,66E-07 
1 32658042 7,66E-07 
1 32658089 7,66E-07 
1 32658463 7,74E-07 
1 32658583 7,66E-07 
1 32659753 7,81E-07 Medtr1g110640 NA ADN non codant 
1 32660498 7,66E-07 Medtr1g110650 NA environ 2,5 Kb dans le promoteur de Medtr1g110670.1 (monoglyceride lipase, putative) 
2 18171961 3,48E-07 Medtr2g058870 Medtr2g058870.1  hypothetical protein 
3 7772130 9,25E-07 Medtr3g026790 Medtr3g026790.1  hypothetical protein 
3 9773764 8,91E-07 Medtr3g031780 Medtr3g031780.1  lipid phosphate phosphatase-like protein 
3 10447136 5,12E-07 Medtr3g033010 Medtr3g033010.1  hypothetical protein 
3 17071351 3,66E-07 Medtr3te054970 Medtr3te054970.1  retrotransposon gag protein 
3 31103371 5,92E-07 Medtr3g091390 NA ADN non codant 2 à 3 Kb en aval Medtr3g091400.1 (phosphatidylinositol 3- and 4-kinase family protein)  
4 16681586 5,49E-08 Medtr4g054840 NA ADN non codant 3,5 kb en aval de Medtr4g054820.1 (gland-specific fatty acyl-CoA reductase ) 
4 21919543 9,51E-07 Medtr4g070000 Medtr4g070000.1  hypothetical protein 
4 21983520 5,98E-07 Medtr4g070150 NA ADN non codant 2 kb en aval de Medtr4g070140.1  (RNA-binding (RRM/RBD/RNP motif) family protein) 
4 27608150 2,20E-07 Medtr4g081920 NA ADN non codant en amont d'une EST (BE998252) 
4 28537925 7,14E-07 Medtr4g083520 Medtr4g083520.1  hypothetical protein 
5 12871612 2,14E-07 Medtr5g031000 Medtr5g031000.1 MADS-box transcription factor 
5 19159565 8,78E-07 Medtr5g044570 Medtr5g044570.1  eukaryotic aspartyl protease family protein 
5 29150900 7,64E-07 Medtr5g071060 
Medtr5g071060.1 , 
Medtr5g071060.2 
double Clp-N motif P-loop nucleoside triphosphate hydrolase superfamily protein 
5 36274014 3,53E-07 Medtr5te086270 Medtr5te086270.1  Ty3/Gypsy polyprotein/retrotransposon 
6 5410165 7,41E-07 Medtr6g023740 Medtr6g023740.1  triacylglycerol lipase-like protein 
6 9509583 4,01E-07 Medtr6te046100 Medtr6te046100.1  hypothetical protein 
6 21606866 8,94E-07 Medtr6g089320 Medtr6g089320.1  leguminosin group486 secreted peptide 
7 2865824 9,56E-07 
Medtr7g012060 Medtr7g012060.1  methyltransferase domain protein 
7 2865826 9,56E-07 
7 3270807 5,71E-07 Medtr7g013010 NA ADN non codant en amont (promoteur) de Medtr7g013020 (hypothetical protein) 
7 4986217 4,86E-07 Medtr7g021040 Medtr7g021040.1  serine carboxypeptidase-like protein 
7 12174296 9,30E-07 Medtr7te046320 Medtr7te046320.1  integrase core domain protein 
7 31972411 7,43E-07 Medtr7g101070 Medtr7g101070.1  DnaJ heat shock amine-terminal domain protein 
7 32051031 8,65E-07 Medtr7g101230 
dans la partie codante 
de  Medtr7g101235.1 
hypothetical protein 
7 35228679 3,23E-07 Medtr7g110420 
intron de 
Medtr7g110415.1 
hypothetical protein 
8 14901613 7,70E-07 Medtr8g060720 NA ADN non codant à 3,1Kb en amont (promoteur) de Medtr8g060700 (ubiquitin-conjugating enzyme) 
8 15021911 3,53E-07 
Medtr8g061040 Medtr8g061040.1  sequence-specific DNA-binding transcription factor 8 15022047 7,70E-07 
8 15022296 7,70E-07 
8 15055141 6,24E-07 Medtr8g061130 Medtr8g061130.1  translation initiation factor IF-1 
8 15057060 3,33E-07 Medtr8te061140 Medtr8te061140.1  Ty3/Gypsy polyprotein/retrotransposon 
8 15064067 1,45E-07 Medtr8g061150 Medtr8g061150.1  transmembrane protein, putative 
Figure 49: SNPs candidats identifiés par GWAS au seuil de p-valeur < 10-6 avec le paramètre delta AULRPC.  
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Un seul locus majeur a été identifié, il s’agit du SNP situé sur le chromosome 4 : c4_13886280, (p-
valeur : 3,77x10-8) localisé à proximité de gènes codant pour un facteur de transcription de type 
homeobox leucine zipper. Ce gène correspond au locus majeur pour ce paramètre. Cependant, parmi 
les autres gènes associés aux SNPs dont la p-valeur est en dessous de seuil de 10-6 on trouve aussi 
quatre protéines sans fonction commune sur les chromosomes 1, 2, 6 et 8, une protéine à domaine 
F-box sur le chromosome 3, deux facteurs de transcription de type MADS-box (les SNPs sont localisés 
dans la partie codante ou dans un intron de ce gène) et un facteur de transcrition de type Myb-like 
sur le chromosome 5, une protéine « triacylglycerol lipase-like » (SNP dans un intron) sur le 
chromosome 6 et une protéine à domaine « NAD(P)-binding Rossmann-fold » sur le chromosome 8. 
 
Utilisation du paramètre AULRPC_delta  
L’utilisation du paramètre AULRPC_delta (BLUP), permet d’identifier des déterminants génétiques 
impliqués dans la variabilité de l’induction des racines latérales par les NFs dans la population 
étudiée. Il permet d’éliminer l’influence du fond génétique sur la propension d’une plante non traitée 
à produire des racines latérales et ne prend donc en compte que la réponse aux NFs. L’analyse de 
génétique d’association a permis d’identifier 66 SNPs en association avec 29 gènes et sept éléments 
transposables ainsi que trois SNPs dans des régions non codantes (Figure 49). 
Trois loci majeurs ont été identifiés. D’abord le SNP le plus significatif c4_16681586 (5,49x10-8) se 
situe sur le chromosome 4 à 3.5 Kb en aval d’un gène codant pour une protéine « gland-specific fatty 
acyl-CoA reductase ». Deux autres SNPs c1_32646046 et c1_32646498 (p-valeur = 1,23x10-7, et p-
valeur = 1,34x10-7) sont localisés dans un locus de 15 kb contenant 19 SNPs associés à un gène 
codant pour une enzyme de type adenylate isopentenyltransferase (IPT). Au regard du nombre de 
SNPs significatifs dans cette région génomique, celle-ci constitue aussi un locus majeur pour ce 
paramètre. Enfin sur le chromosome 8 le dernier SNP  fortement significatif c8_15021911 (p-valeur = 
3,53x10-7) est localisé comme deux autres SNPs significatif (p-valeur = 7,7x10-7) dans l’intron d’un 
facteur de transcription de type « sequence-specific DNA-binding » qui constitue donc  un autre locus 
majeur. D’autres SNPs avec des p-valeurs inférieures à 5 X 10-7 ont également détectés. Ils sont 
associés avec quatre gènes codant des proteines de fonction inconnue (Chr 2 et 7), un transporteur 
MATE (chr2), un facteur de transcrition de type MAD-box (chr5) et une proteine transmembranaire 
(chr8).  
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Figure 50: Diagramme de Venn des gènes candidats pour chaque paramètre (AULRPC-ctrl, 
AULRPC_Nod, AULRPC_delta).  
 
Candidat  AULRPC_ctrl Candidat AULRPC_Nod Candidats AULRPC_delta 
Medtr1te055395.1 ribonuclease HI Medtr2g075290.1 hypothetical protein Medtr1g064720.1 hypothetical protein 
Medtr1g108620.1 hypothetical protein Medtr3g013740.1 
F-box and associated interaction 
domain protein 
Medtr1te110630.1 
reverse transcriptase zinc-binding 
protein 
Medtr2g032780.1 hypothetical protein Medtr5g079140.1 
myb-like DNA-binding domain 
protein 
Medtr1g110670.1 monoglyceride lipase, putative 
Medtr3g090640.1 proline-rich cell wall-like protein Medtr6te071570.1 hypothetical protein Medtr3g026790.1 hypothetical protein 
Medtr4g018880.1 PAR1 protein Medtr8g031990.1 
NAD(P)-binding rossmann-fold 
protein 
Medtr3g031780.1 
lipid phosphate phosphatase-like 
protein 
Medtr5g058320.1 
UDP-glucosyltransferase family 
protein 
    Medtr3g033010.1 hypothetical protein 
Medtr4g128960.1 
ABC transporter B family protein, 
putative 
    Medtr4g070000.1 hypothetical protein 
Medtr5g033320.1 
multidrug resistance protein ABC 
transporter family protein 
    Medtr4g070140.1 
RNA-binding (RRM/RBD/RNP motif) 
family protein 
Medtr5g046800.1 hypothetical protein     Medtr5g044570.1 
eukaryotic aspartyl protease family 
protein 
Medtr5g046830.1 MADS-box transcription factor     Medtr5g071060.1 
double Clp-N motif P-loop 
nucleoside triphosphate hydrolase 
superfamily protein 
Medtr5g059000.1 hypothetical protein     Medtr6g089320.1 
leguminosin group486 secreted 
peptide 
Medtr5g059230.1 hypothetical protein     Medtr7g012060.1 methyltransferase domain protein 
Medtr8g018730.1 seed linoleate 9S-lipoxygenase     Medtr7te046320.1 integrase core domain protein 
Medtr8te060690.1 aspartyl protease     Medtr7g101070.1 
DnaJ heat shock amine-terminal 
domain protein 
Medtr8g093880.1 
methyltransferase PMT26-like 
protein, putative 
    Medtr7g101235.1 hypothetical protein 
Medtr8g095410.1 
C3HC4-type RING zinc finger 
protein 
        
 
Figure 51: Tableau des gènes candidats spécifiques aux paramètres AULRPC-ctrl, AULRPC_Nod, 
AULRPC_delta, identifiés par GWAS. 
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Gènes contenant des SNPs significatif, communs à différents paramètres. 
Certains des gènes candidats identifiés sont détectés avec plusieurs paramètres (figure 50) ce qui 
renforce leur intérêt et leur fonction dans le développement racinaire. Sept gènes sont communs aux 
paramètres AULRPC_ctrl et AULRPC_Nod, 20 aux paramètres AULRPC_ctrl et AULRPC_delta et 3 sont 
communs aux trois paramètres. Ces gènes candidats identifiés avec plusieurs paramètres signifient 
que des éléments génétiques impliqués dans le contrôle du développement racinaire le sont aussi 
dans la réponse du système racinaire aux NFs. Finalement parmi les 66 éléments génétiques associés 
aux SNPs identifiés (gènes, éléments transposable et EST) 36 sont spécifiques d’un paramètre et 27 
sont communs entre deux paramètres et 3 communs entre tous les paramètres (Figure 50).  
2. Discussion sur la fonction des gènes détectés 
a. Gènes spécifiquement identifiés par un paramètre phénotypique 
On peut remarquer que pour chaque paramètre il y a moins d’éléments génétiques identifiés de 
manière spécifique (Figure 51) que en  commun.  
Pour le paramètre AULRPC_ctrl seul 16 l’ont été uniquement pour ce paramètre. Parmi eux deux 
gènes sont impliqués dans la régulation du transport de l’auxine qui est fortement impliquée dans le 
développement racinaire. Il s’agit du facteur de transcription de type MADS-box (Medtr5g046830.1), 
localisé dans un locus majeur, dont un homologue chez A. thaliana est impliqué dans la régulation de 
l’expression des transporteurs d’auxine PIN au cours du développement racinaire (Garay-Arroyo, et 
al., 2013), ainsi que d’un transporteur de type ABC du groupe B connu pour être impliqué dans le 
transport polaire de l’auxine (efflux) chez A. thaliana (Petrásek and Friml, 2009). De plus un gène 
impliqué dans les modifications post-traductionnelles d’ubiquitination a été identifié. Ce type de 
régulation est connu, entre autres, pour réguler les réponses de certaines hormones, comme le 
complexe SCFTIR1 dans le cas de l’auxine (Kelley and Estelle, 2012). Il s’agit ici d’un gène codant une 
protéine C3HC4-type RING zinc finger, une composante du complexe protéique (E3 ligase) 
permettant l’ubiquitination de protéines cibles en recrutant la protéine ubiquitin-conjugating 
enzyme (E2) pour former un complexe actif (Petroski and Deshaies, 2005). On notera aussi 
l’identification d’un gène codant pour une protéine de la famille des « UDP-glucosyltransferase » 
(SNP dans la partie promotrice) impliquée dans la glycosylation de composés du métabolisme 
secondaire tels que des hormones pour les stocker ou réguler leur activité (Bajguz and Piotrowska, 
2009, Tanaka, et al., 2014). Un gène de la même famille exprimé dans les racines de pois (PsUGT1) 
est essentiel pour la croissance et le développement du pois et de la luzerne, et il a été fait 
l’hypothèse qu’il régule l’activité d’un ligand nécessaire pour la division cellulaire dans le méristème 
racinaire (Woo, et al., 1999). 
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Candidats communs  AULRPC_ctrl et 
AULRPC_Nod 
Candidats communs AULRPC_ctrl et AULRPC_delta 
Candidats communs  AULRPC_ctrl, 
AULRPC_Nod  et AULRPC_delta 
Medtr1g008765.1 hypothetical protein Medtr1g108420.1 DUF223 domain protein BE998252 EST 
Medtr4te020510.1 
reverse transcriptase zinc-
binding protein 
Medtr1g108990.1 MATE efflux family protein Medtr6g023740.1 
triacylglycerol lipase-like 
protein 
Medtr4g032290.1 
MADS-box transcription factor 
family protein 
Medtr1te110400.1 hypothetical protein Medtr6te046100.1 
ADN non codant au milieu de 
nombreuses EST 
Medtr4g047800.1 
homeobox leucine zipper 
protein 
Medtr1g110410.1 hypothetical protein     
Medtr5te036400.1 
reverse transcriptase zinc-
binding protein 
Medtr1g110590.1 adenylate isopentenyltransferase     
Medtr5g046870.1 
MADS-box transcription factor 
family protein 
Medtr2g058870.1 hypothetical protein     
Medtr8g089010.1 hypothetical protein Medtr3te054970.1 retrotransposon gag protein     
    Medtr3g091400.1 
phosphatidylinositol 3- and 4-kinase 
family protein 
    
    Medtr4g054820.1 gland-specific fatty acyl-CoA reductase     
    Medtr4g083520.1 hypothetical protein     
    Medtr5g031000.1 MADS-box transcription factor     
    
Medtr5te086270.1 
 
Ty3/Gypsy 
polyprotein/retrotransposon 
    
    Medtr7g013020.1 hypothetical protein     
    Medtr7g021040.1 serine carboxypeptidase-like protein     
    Medtr7g110415.1 hypothetical protein     
    Medtr8g060700.1 ubiquitin-conjugating enzyme     
    Medtr8g061040.1 
sequence-specific DNA-binding 
transcription factor 
    
    Medtr8g061130.1 translation initiation factor IF-1     
    Medtr8te061140.1 
Ty3/Gypsy 
polyprotein/retrotransposon 
    
    Medtr8g061150.1 transmembrane protein, putative     
 
Figure 52 : Tableau des gènes candidats communs identifiés par GWAS par plusieurs paramètres.  
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Pour le paramètre AULRPC_Nod, 5 des 15 éléments génétiques identifiés l’ont été uniquement pour 
ce paramètre. Parmi eux ne figure pas le locus majeur, mais on notera l’identification d’une protéine 
à domaine F-box (Medtr3g013740.1), un gène impliqué dans les modifications post-traductionnelles 
d’ubiquitination, qui peut aussi dans certain cas réguler les réponses de certaines hormones. Enfin le 
facteur de transcription de la famille Myb (Medtr5g079140.1) pourrait également être impliqué dans 
la régulation du développement du système racinaire comme certains membres de cette famille le 
sont chez A. thaliana (Kwon, et al., 2013, Mu, et al., 2009, Shin, et al., 2007), ou chez  L. 
japonicus,chez lequel un gène est activé dans les racines mycorhizées (Volpe, et al., 2013).  
Pour le paramètre AULRPC_delta, 15 des 38 éléments génétiques identifiés sont spécifiques de ce 
paramètre mais aucun n’est localisé dans un locus majeur. Parmi ces gènes aucune fonction associée 
ne semble, à l’heure actuelle, être liée au développement racinaire ou à une interaction de type 
symbiotique.  
b. Gènes communs identifiés par plusieurs paramètres phénotypiques 
En ce qui concerne les éléments génétiques identifiés en commun (Figure 52) on observe que sept 
gènes sont communs aux paramètres AULRPC_ctrl et AULRPC_Nod, parmi lesquels figure le gène 
codant pour un facteur de transcription de la famille des HD ZIP (Medtr4g047800.1) identifié dans les 
loci majeurs de ces deux paramètres. Ce gène est particulièrement intéressant car un gène 
homologue (MtHB1 : Medtr8g026960) est impliqué dans le développement des racines latérales de 
M. truncatula (Ariel, et al., 2010). On notera aussi la présence de deux facteurs de transcription de 
type MADS-box (Medtr4g032290.1 et Medtr5g046870.1) potentiellement impliqués dans la 
régulation du transport d’auxine.  
On observe que 20 éléments génétiques sont communs aux paramètres AULRPC-ctrl et 
AULRPC_delta. Deux d’entre eux sont localisés dans des loci majeurs pour les deux paramètres à 
savoir un gène codant pour une « gland-specific fatty acyl-CoA reductase » (Medtr4g054820.1) et un 
facteur de transcription de type « sequence-specific DNA-binding » (Medtr8g061040.1) présentant 
un domaine homeobox. Par ailleurs un gène est localisé dans un locus majeur du paramètre 
AULRPC_delta codant pour une « adenylate isopentenyltransferase » (Medtr1g110590.1) impliquée 
dans la synthèse des cytokinines, une hormone qui régule le développement des racines latérales et 
des nodules de M. truncatula (Ariel, et al., 2012, Gonzalez-Rizzo, et al., 2006). De plus, une étude 
récente souligne l’influence d’un gène de la même famille sur le développement des nodosités chez 
L. japonicus (Chen, et al., 2014).  
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Chr
Phenotype   (Stanton-
Geddes et al., 2013)
SNP position 
(bp)
Gene model 
(Mt3,5)
Gene annotation 
(Mt3.5)
Phenotype
SNP position 
(bp)
Gene model 
(Mt3,5)
Gene annotation 
(Mt3.5)
Gene model (Mt 
4.0)
Gene annotation 
(Mt4.0)
distance entre les 
SNPs
2 nodules lower root 22965719 Medtr2g075290 Unknown protein nod-audpc 22964616 Medtr2g075290 Unknown Protein Medtr2g075290.1 hypothetical protein 1103
14898651 Medtr8g060710 Unknown protein -2962
14899900 Medtr8g060720 Unknown protein -1713
14907011 5398
14904068 2455
nodules lower root delta_audpc 2865824 -3885
totalnod delta_audpc 2865826 -3887
nodules lower root
totalnod
3150
7
2861939 Medtr7g012050 Unknown protein Medtr7g012060
24-sterol_C-
methyltransferase
Medtr7g012060.1
methyltransferase 
domain protein
12177446 Medtr7te046340 Unknown protein delta_audpc 12174296 Medtr7te046320 NA Medtr7te046320.1
integrase core domain 
protein
8 nodules upper root
ctrl_audpc
14901613 Medtr8g060720 Unknown Protein NA
ADN non codant à 3,1Kb 
en amont (promoteur) de 
Medtr8g060700 (ubiquitin-
conjugating enzyme: E2 
ligase)
Medtr8g060730
F-box/LRR-repeat 
protein
delta_audpc
 
 
        GWAS formation de nodosités   GWAS formation de racines latérales 
 
Figure 53 : Tableau des SNPs identifiés pour des caractères phénotypiques différents qui sont 
associés à un locus de moins de 10 Kb. 
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On notera aussi la présence d’un facteur de transcription de type MADS-box (Medtr5g031000.1) 
potentiellement impliqué dans la régulation du transport d’auxine et enfin un gène codant pour une 
« ubiquitin-conjugating » enzyme (E2) impliqué dans les modifications post-traductionnelles 
d’ubiquitination. Cette protéine se lie au complexe protéique « E3 ligase » pour former un complexe 
d’ubiquitination actif (Petroski and Deshaies, 2005).  
Enfin, sur les trois éléments génétiques communs aux trois paramètres aucune fonction particulière 
est associée à ces candidats.  
Les analyses de génétique d’association avec les paramètres corrigés BLUP en condition contrôle 
(AULRPC_ctrl) et en présence de facteur Nod (AULRPC_Nod et AULRPC _delta) ont permis 
l’identification de loci impliqués dans la variabilité du développement des racines latérales, stimulées 
ou pas par les facteurs Nod, dans la population étudiée. Pour chaque paramètre des loci majeurs ont 
été identifiés. Certains contiennent des gènes déjà connus pour leur implication dans  le 
développement racinaire (transport ou régulation d’auxine ou cytokinine) d’autres gènes détectés 
n’ont pas encore été associés à l’induction des racines latérales. La mise en évidence de gènes 
communs ou spécifiques, en condition contrôle ou en présence de NFs suggère le recrutement   
d’éléments moléculaires impliqués dans le développement normal des racines latérales alors que 
d’autres semblent être stimulés de manière Nod dépendante. 
3. Existe-t-il des gènes communs identifiés en GWAS sur des phénotypes symbiotiques et 
en réponse aux Facetrus Nod. 
Une étude récente de génétique d’association a été conduite sur une population de 226 accessions 
de M. truncatula pour étudier l’architecture génétique sous-jacente à la taille, la densité de trichome, 
la date de floraison et la nodulation (Stanton-Geddes, et al., 2013). Dans cette étude cinq caractères 
de nodulation ont été utilisés pour étudier la variation phénotypique de la nodulation. Il s’agit du 
nombre total de nodosités, de la colonisation bactérienne et du nombre de nodosités dans la partie 
supérieure et inférieure du système racinaire. Les gènes candidats identifiés dans cette étude ont été 
comparés à ceux obtenus par l’analyse de génétique d’association présentée dans ce chapitre.  Des 
éléments génétiques associés à des gènes communs ont été identifiés (Figure 53).  
Sur le chromosome 2, deux SNPs distants de 1,1Kb : c2_ 22965719 et c2_ 22964616 associés au gène 
Medtr2g075290 ont été identifiés respectivement par les paramètres « nombre de nodosités dans la 
partie inférieure du système racinaire » et « AULRP_Nod ». Ce gène, codant une protéine dont la 
fonction est inconnue, semble être impliqué dans la réponse du système racinaire aux facteurs Nod 
et dans le développement des nodosités.  
Sur le chromosome 8 deux SNPs distants de 1,7 Kb, c8_14901613 et c8_14899900, associés à une 
région génomique en amont (promoteur) du gène Medtr8g060700, ont été  identifiés 
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respectivement par les paramètres ctrl_AULRPC/delta_AULRPC et « nombre de nodosités dans la 
partie supérieure du système racinaire ». Ce gène code pour une « ubiquitin-conjugating enzyme » 
(E2). De plus dans la même région, trois autres SNPs identifiés avec le paramètre phénotypique 
« nombre de nodosités dans la partie supérieure du système racinaire » (c8_14898651, 
c8_14907011, c8_14904068) sont situés dans une région génomique de 8,3Kb entre le gène 
Medtr8g060700 et le gène Medtr8g060730, qui code pour une protéine à domaine F-box faisant elle 
aussi partie d’un complexe d’ubiquitination (E3). Cette région génomique est donc impliquée dans le 
développement racinaire normal, la réponse du système racinaire aux NFs et le développement des 
nodosités.  
Ces deux gènes Medtr2g075290  et Medtr8g060700 constituent donc des loci majeurs 
d’interconnexion moléculaire entre le développement du système racinaire, la réponse au facteur 
Nod et le développement des nodosités, qu’il conviendra d’étudier prioritairement dans de futures 
investigations. 
Parce que les SNPs identifiés en GWAS ne sont pas forcément les variants causaux du phénotype, 
nous avons décidé d’élargir à 10 Kb l’intervalle de confiance autour des SNPs détectés de façon à ne 
pas perdre d’information. En effet, le déséquilibre de liaison (LD) peut être très variable et les 
estimations couvrant la totalité des valeurs (de l’absence à un total LD) vont de ∼1- à 10-kb de 
distance sur le génome de M. truncatula (Branca, et al., 2011). La recherche de loci communs entre 
les paramètres de développement des nodosités et ceux du développement racinaire en réponse ou 
pas aux NFs, en élargissant ainsi l’intervalle de confiance, a permis d’identifier deux autres loci sur le 
chromosome 7 (Figure 17). Le premier locus est localisé dans une région génomique de 3,8 Kb où le 
SNPs c7_2861939 a été identifié avec les paramètres phénotypiques « nombre de nodosités dans la 
partie inférieure du système racinaire » et « le nombre de nodosités totales » et deux SNPs 
c7_2865824, c7_2865826 qui ont été identifiés avec le paramètre phénotypique AULRPC_delta. Ces 
SNPs sont associés respectivement aux gènes Medtr7g012050 codant pour un facteur de 
transcription « ATP/DNA-binding » et le gène Medtr7g012060 codant pour une protéine à domaine 
methytransférase. Le deuxième locus est situé dans une region génomique de 3,1Kb dans laquelle un 
SNPs c7_ 12177446 a été identifié avec les paramètres phénotypiques « nombre de nodosité dans la 
partie inférieure du système racinaire » et « le nombre de nodosité totale » et un SNP c7_ 12174296 
a été identifié avec le paramètre phénotypique AULRPC_delta. Ces SNPs sont associés 
respectivement à deux éléments transposables Medtr7te046340 et Medtr7te046320.  
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4. Conclusions et perspectives 
Les analyses phénotypiques des différents paramètres dans la population étudiée ont permis de 
souligner la grande variabilité de développement des racines latérales et de réponse aux NFs. Cette 
étude a aussi souligné le rôle des NFs dans la modification de l’architecture racinaire de la plante. 
Enfin cette étude nous a permis d’identifier les accessions de M. truncatula présentant un phénotype 
racinaire très contrasté pour la réponse développementale aux NFs désignant ainsi un matériel de 
choix pour poursuivre les études de l’effet des NFs sur le développement racinaire. L’architecture 
racinaire ne se résume pas au développement des racines latérales et c’est pourquoi le phénotypage 
réalisé au cours de ces 13 expériences laisse aussi la possibilité d’étudier d’autres paramètres 
racinaires. En effet chaque boîte contenant 5 plantes a été scannée à 5, 8, 11 et 15 jours, 
représentant une ressource importante de données phénotypiques mesurables  à posteriori, pour 
une analyse faisant appel au traitement informatique des images. En effet, bien que ces analyses 
aient déjà permis de révéler de nombreux acteurs impliqués dans le processus de développement du 
système racinaire de M. truncatula en conditions « contrôle » et en réponse aux NFs, toutes les 
accessions et tous les paramètres n’ont pas encore été exploités compte tenu de l’obtention récente 
de ces résultats. En effet, d’autres accessions de la collection de M. truncatula  seront 
prochainement analysées, ce qui permettra d’affiner les résultats en améliorant la puissance 
d’analyse. De plus les paramètres du nombre de racines latérales à chaque jour dans chacune des 
conditions peuvent être utilisés pour conduire de nouvelles analyses de génétique d’association. On 
pourrait aussi utiliser la densité racinaire (nombre de racines latérales/ longueur de la racine 
primaire).  
La comparaison de l’ensemble des résultats permettra d’affiner l’identification des acteurs communs 
et spécifiques. Certains d’entre eux seront sélectionnés afin d’approfondir leur étude et révéler leur 
implication dans les mécanismes moléculaires du développement et de l’adaptation du système 
racinaire de M. truncatula à son environnement biotique.    
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Les interactions entre les plantes et les microorganismes du sol sont nombreuses et forment un 
réseau complexe dans lequel les interactions mutualistes et parasites tiennent une place particulière 
car elles influencent le développement des plantes. Dans ce contexte la plante doit être capable de 
distinguer ses partenaires de ses ennemis afin de déclencher une réponse adaptée. Ces réponses 
d’adaptation impliquent des cascades de signalisation, menant à l’activation et à la régulation de 
l’expression de gènes, déclenchées par la perception de signaux microbiens. Dans le but de mieux 
comprendre les interactions entre les plantes et les microorganismes du sol, l’objectif de mon projet 
de thèse a été d’approfondir les connaissances sur les mécanismes moléculaires qui sont impliqués. 
Pour cela nous avons utilisé principalement la légumineuse modèle Medicago truncatula pour 
étudier son interaction avec les microorganismes endosymbiotiques (champignon mycorhizien à 
arbuscules et Sinorhizobium meliloti) et le parasite racinaire Aphanomyces euteiches. Grâce à des 
approches biochimiques, de biologie moléculaire et génétiques, trois études ont été conduites pour 
répondre aux questions suivantes : 
Quel est la nature des signaux symbiotiques produit par les champignons MA ? 
Quels sont les déterminants génétiques impliqués dans la réponse de résistance quantitative de M. 
truncatula au parasite A. euteiches ? 
Quels sont les déterminants génétiques impliqués dans la réponse de M. truncatula aux facteurs 
symbiotique de type LCOs ?  
I. Signaux précoces dans les interactions plantes 
microorganismes : importance des composés à résidus N-
acétylglucosamine. 
A. Les Myc-LCOs activent des réponses de la plante impliquées dans l’interaction 
symbiotique mycorhizienne. 
L’identification de LCOs dans les exsudats de spores de champignons MA et de mycorhizes 
représente une avancée majeure dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués 
dans l’établissement de cette symbiose (chapitre 1 (Maillet, et al., 2011)). Après avoir identifié ces 
composés, leur capacité à éliciter des réponses spécifiques à la mycorhization a été démontrée. Ils 
sont en effet capables d’induire l’expression de gènes marqueurs de la mycorhization, de stimuler la 
formation de racines latérales de manière dépendante de la voie de signalisation commune ou de 
favoriser l’établissement de la mycorhization dans des espèces de plantes de différentes familles 
(Fabaceae, Asteraceae and Umbelliferae).   
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Figure 54 : Structure des lipo-chitooligosaccharides (LCO). 
A : Structrure des lipo-chitooligosaccharides (LCO) sulfatés et non sulfatés de R. irregularis :Myc-LCO-
IV (C16:0, +/–S) and Myc-LCO-IV (C18:1Δ9Z, +/–S) (Maillet et al. 2011). Les molécules pentameriques 
similaires ont été aussi identifiées. B Structure des Facteurs Nod (Nod-LCOs) majoritaires de S. 
meliloti NodSm-IV(C16:2Δ2EΔ9Z, Ac, S) (Lerouge et al. 1990; Truchet et al. 1991).  
Ilustration adaptée de (Gough and Cullimore, 2011).  
 
A 
B 
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Ces résultats ont confirmé l’étendue des similarités entre les deux types d’endosymbioses, 
renforçant l’hypothèse selon laquelle la symbiose fixatrice d’azote a probablement recruté, au cours 
de l’évolution, des mécanismes développés antérieurement pour la symbiose mycorhizienne 
(Parniske, 2008). Depuis l’identification des MycLCOs, une étude transcriptomique a comparé la 
réponse des racines de M. truncatula aux différents LCOs (Nod-LCOs de Sinorhizobium meliloti, et 
Myc-LCOs sulfatés et non sulfatés) 6 et 24 h après traitement (Czaja, et al., 2012). Cette étude a 
permis de révéler qu’un ensemble de gènes communs sont induits par les différents types de LCOs 
suggérant qu’il existe une fonction commune à ces différents signaux symbiotiques. Cependant, il 
existe aussi des gènes spécifiquement induits par les différents LCOs, ce qui révèle la capacité de la 
plante à distinguer ces molécules, même si les différences structurales entre ces molécules sont très 
ténues, comme c’est par exemple le cas entre les Myc-LCOs sulfatés et les Nod-LCOs de S. meliloti le 
symbiote de M . truncatula (Figure 54). La distinction entre ces molécules permettrait à la plante-
hôte d’activer des fonctions spécifiquement impliquées dans l’interaction avec le symbiote qui les 
produit. De manière surprenante le mélange des Myc-LCOs (SMyc-LCOs + NSMyc-LCOs) est capable 
d’activer des réponses différentes de celles activées par les Myc-LCOs sulfatés ou non sulfatés, 
séparément. L’ensemble de ces résultats révèlent les différentes efficacités et spécificités dans la 
perception individuelle et combinée des LCOs qui conduisent la plante à mettre en place des 
réponses communes et/ou spécifiques aux signaux symbiotiques. On notera que l’activation de ces 
réponses, de même que la stimulation du système racinaire, requiert la voie de signalisation 
symbiotique commune chez M. trunctaula, confirmant le caractère symbiotique des Myc-LCOs. De 
plus, certaines de ces molécules, comme les Myc-LCOs non-sulfatés, sont capables d’induire des 
oscillations calciques nucléaires modérées dans des racines « hairy root » de M. truncatula. Cette 
induction nécessite là aussi la voie de signalisation symbiotique commune mais pas la protéine NFP, 
soulignant le caractère mycorhizien de cette réponse (Genre, et al., 2013) étant donné qu’un mutant 
nfp de M. truncatula n’est pas affecté pour la mycorhization (Amor, et al., 2003) et que les racines 
« hairy root » sont incapables de noduler. Les Myc-LCOs sulfatés n’induisent pas d’oscillations 
calciques sur les racines « hairy root », un comportement similaire aux Nod-LCOs, sulfatés eux aussi, 
probablement dû à leur forte similarité et à la reconnaissance de ces composés par M. trunctula  
dans le cadre de la symbiose fixatrice d’azote incapable de se former sur les racines « hairy root ».  
On peut donc penser que chez M. trunctula, les LCOs produits par les champignons et plus 
particulièrement les Myc-LCOs non-sulfatés, activent des réponses impliquées dans la mycorhization 
par le biais de la voie de signalisation commune (DMI1, DMI2) dans laquelle la protéine NFP semble 
facultative pour générer des oscillations calciques (Genre 2013) et indispensable pour activer le 
programme génétique (Czaja, et al., 2012, Maillet, et al., 2011). Sachant que les champignons MA 
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produisent un mélange de Myc-LCOs sulfatés et non-sulfatés capable d’induire des réponses 
différentes de celles des Myc-LCOs seuls, il serait intéressant de comparer les profils d’oscillations 
calciques induites chez M. truncatula par les composés séparément ou en mélange. L’analyse de 
l’activité des Myc-LCOs sulfatés est très difficile chez M. truncatula qui est très sensible aux facteurs 
Nod sulfatés, répondant à des concentrations de facteurs Nod extrêmement faibles de l’ordre de 10-
11 M. D’où l’intérêt de réaliser des études similaires sur l’autre légumineuse modèle, Lotus japonicus,  
qui est nodulée par Mesohizobium loti une espèce de Rhizobium qui produit des NFs non sulfatés et 
pour lesquelles des réponses à des Myc-LCOs sulfatés ne pourraient pas être dues à une activation de 
la voie de signalisation Nod. 
La récente publication du génome de R. irregularis laisse espérer le développement de nouveaux 
outils génétiques et génomiques pour les champignons MA, qui devraient permettre d’améliorer nos 
connaissances sur la biologie de ce type de champignon. Cependant ce projet de séquençage n’a pas 
encore permis d’identifier les orthologues des gènes NOD à partir desquels les Rhizobium auraient pu 
obtenir leur capacité à synthétiser des LCOs par transfert horizontal de ces gènes (Tisserant, et al., 
2013). En réalité il semble exister de nombreux candidats aux activités enzymatiques proches de 
celles des protéines codées par les gènes NOD, mais aucune d’entre elle ne semble se démarquer 
suffisamment des autres pour appuyer cette hypothèse. (C. Roux LRSV communication personnelle). 
Si les études futures ne fournissent pas plus d’arguments en faveur d’un transfert horizontal des 
champignons MA vers les Rhizobium pour l’acquisition des gènes qui produisent des LCOs, il serait 
envisageable qu’ils aient été acquis par les Rhizobium, au cours de l’évolution, à partir d’autres 
organismes symbiotiques qui utiliseraient les même types de signaux. En effet au vu de la fonction 
symbiotique que semble jouer ce type de molécules, dans deux symbioses très éloignées, on peut 
imaginer que d’autres symbioses végétales utilisent les mêmes mécanismes. Il serait intéressant par 
exemple de rechercher si d’autres microorganismes symbiotiques produisent des LCOs, comme les 
actinomycètes du genre Frankia et les champignons ectomycorhiziens par exemple, et si il existe des 
orthologues de gène NOD chez ces microorganismes.  
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B. Mise en évidence d’autres signaux symbiotiques  
Une étude récente, basée sur la détection d’oscillations calciques dans le noyau de cellules  
épidermiques végétales, a identifié des chito-oligosaccharides de petite taille (4 à 5 résidus de N-
acétylglucosamine) appelés sCOs (short COs) produits par des champignons MA et capables de 
provoquer des oscillations semblables à celles induites par les exsudats de spores en germination 
(Genre, et al., 2013). Chez M. truncatula l’induction de ces oscillations est sous le contrôle des gènes 
DMI1 et DMI2 mais pas de NFP, qui est considéré comme un récepteur de LCOs et non requis pour la 
mycorhization (Catoira, et al., 2000). De plus ces molécules sont produites par les spores en 
germination et leur quantité augmente lorsque les spores germent en présence de strigolactones 
(GR24). Ce résultat suggère qu’il existe un dialogue moléculaire entre M. truncatula  et les 
champignons MA au cours duquel la production de sCOs éliciteurs de réponse symbiotique chez 
l’hôte est amplifiée au contact de ces exsudats racinaires. Mais il faut noter que les sCOs semblent 
être produits de manière ubiquitaire par les champignons qu’ils soient symbiotiques ou pas, qu’ils 
aient des interactions avec les plantes connues ou pas (V. Puech, LRSV Toulouse, communication 
personnelle). Afin de mieux comprendre l’implication de ces signaux dans la symbiose, il serait 
important d’identifier et analyser les réponses de la plante qu’ils déclenchent. De plus des analyses 
de la régulation de l’expression des gènes connus comme étant exprimés au cours des étapes 
précoces de la mycorhization devraient permettre de comparer les types de réponse qui sont 
déclenchés par les signaux de type MycLCOs et par les sCOs. 
Des études antérieures avaient  mis en évidence la présence d’autres signaux symbiotiques dans les 
exsudats de spores de champignons MA grâce à l’étude de l’expression du gène rapporteur ENOD11 
(Kosuta, et al., 2003, Mukherjee and Ané, Mukherjee and Ané, 2011) ou par la stimulation du 
système racinaire, (Olah, et al., 2005). L’activité des exsudats sur l’expression du gène ENOD11 
(Mukherjee and Ané, 2011) et le développement racinaire (Olah, et al., 2005) nécessite l’intervention 
des gènes DMI1, DMI2 de la voie commune de signalisation symbiotique alors que les gènes DMI3 et 
NFP sont facultatifs. Ces résultats marquent donc une différence dans le profil d’activation des 
réponses de la plante étant donné que les gènes NFP et DMI3 sont requis pour l’activité des Myc-
LCOs (Maillet, et al., 2011). On peut d’ailleurs supposer que si les sCOs sont capables d’activer 
l’expression du gène ENOD11 de manière indépendante de DMI3 ils pourraient correspondre aux 
signaux mis en évidence grâce à ce test (Mukherjee and Ané, 2011a ). En revanche, comme les sCOs 
ne sont pas capables de stimuler la formation de racines latérales (Olha 2005), il devrait s’agir, pour 
l’induction de cette réponse développementale, d’autres signaux.  
Des signaux diffusibles ont été identifiés dans les exsudats de spores de G. margarita, qui sont 
capables d’induire l’accumulation d’amidon dans les racines de L. japonicus. Cette activité est  sous le 
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contrôle du gène CASTOR appartenant à la voie de signalisation symbiotique commune (Gutjahr, et 
al., 2009). Aucune activité de ce type n’ayant été rapportée pour les Myc-LCOs et les COs, ces signaux 
restent à identifier. On notera aussi l’existence de composés dans les exsudats de spores de R. 
irregularis, capables de stimuler la formation de racines latérales chez le riz par une voie 
indépendante de la voie de signalisation symbiotique (Mukherjee and Ané, 2011). S’agirait-il de Myc-
LCOs qui ne seraient pas perçus par la voie de signalisation symbiotique commune chez des non-
légumineuses ?  Ou s’agirait-il d’autres composés jusqu’ici non identifiés ? Cette dernière étude 
permet de souligner l’intérêt de caractériser le rôle des Myc-LCOs mais aussi des autres signaux 
symbiotiques dans l’interaction entre les champignons MA avec des non-légumineuses. En effet 
l’étude des LCOs sur les légumineuses peut prêter à confusion à cause des interconnexions existant 
entre les voies de signalisation Myc et Nod, et des similarités structurales existant entre signaux Myc 
et Nod. Le problème de possibles activations croisées entre les voies Myc et Nod ne se pose pas chez 
les non-légumineuses.   
A l’heure actuelle deux types de composés a base de N-acétylglucosamine ont été identifiés dans les 
exsudats de spores de champignon MA : les Myc-LCOs et le sCOs. Dans les années futures les rôles de 
ces différents signaux devraient faire l’objet de recherches approfondies pour connaitre leur rôle 
respectif dans la signalisation symbiotique. Cependant ces molécules sont probablement produites 
en mélanges, et certains composés pourraient être les précurseurs de la synthèse des autres. Si la 
plante est capable de les percevoir et de les distinguer séparément, une action en synergie pourrait 
être également envisagée en complément de l’effet de leurs activités spécifiques.  
C. Les composés à base de N acétylglucosamine sont aussi des signaux impliqués 
dans les processus d’interaction plante-parasite.  
Les signaux symbiotiques MYC-LCOs et les sCOs sont constitués d’unités de N-acétylglucosamine, 
tout comme d’autres composés qui sont capables d’initier des reprogrammations physiologiques 
chez les plantes. Par exemple, des molécules dérivées du peptidoglycane qui compose la paroi des 
bactéries, des fragments ou des oligomères de chitine dérivés de la paroi des champignons 
pathogènes, ainsi que des fragments de la paroi d’A. euteiches ont été décrits comme des MAMP 
chez plusieurs espèces végétales (Hamel and Beaudoin, 2010, Nars, et al., 2013). Ils sont tous 
capables d’activer des réponses associées à la défense des plantes. De façon analogue à la symbiose, 
ces molécules sont aussi perçues par des récepteurs de type LysM-RLK (Gust, et al., 2012). La 
diversité des fonctions que sont capables de déclencher des composés parfois très proches dénote 
un système de perception complexe et spécialisé issu de l’évolution de cette classe de protéines 
récepteurs à domaine LysM recrutées pour accomplir une fonction requise par les plantes. Par 
exemple, le gène NFP est impliqué dans le déclenchement de réponses symbiotiques mais il 
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intervient aussi dans l’immunité de  M. truncatula (Rey, et al., 2013).  Il pourrait agir comme un 
adaptateur qui s’associe avec d’autres récepteurs LysM impliqués de manière plus spécifique dans la 
détection d’organismes parasitaires ou mutualistes (Gough and Jacquet, 2013). Ces dernières années 
une hypothèse a émergé selon laquelle les protéines lysM impliquées dans la symbiose auraient pu 
évoluer à partir de récepteur LysM responsable du déclenchement de l’immunité par la chitine 
(Nakagawa, et al., 2011) . Cependant une étude phylogénétique réalisée sur un récepteur supposé 
des LCO, LYK3, qui est spécifique de la nodulation, démontre que son ancêtre est certainement un 
récepteur impliqué dans la mycorhization et non dans l’immunité (De Mita, et al., 2014) 
 
II. La résistance quantitative de M. truncatula au parasite A. 
euteiches  
A. Implication d’une protéine de résistance par le protéasome 26S. 
L’étude des déterminants génétiques  de la résistance quantitative de M. truncatula au parasite A. 
euteiches a permis d’identifier 32 loci répartis sur tout le génome grâce à deux types de phénotypage 
(In vitro et chambre de culture) révélant la nature polygénique de cette résistance quantitative 
(chapitre II (Bonhomme, et al., 2014). Parmi eux, 5 loci sont communs aux deux types d’analyse. Ils 
sont donc stables quel que soit l’environnement et apparaissent donc comme des déterminants 
principaux de la résistance. Parmi eux les deux loci majeurs et indépendants séparés par 224 kb sur le 
chromosome 3 contiennent : un gène codant une protéine à domaine Fbox (Medtr3g011020) pour 
un locus, et deux gènes codant une adénylate Isopentenyltransferase (Medtr3g011590.1 : Mt4.0), et 
un facteur de transcription de type MYB (Medtr3g011610.1 : Mt4.0) pour l’autre locus.  
Les protéines à domaine Fbox font partie d’un système de régulation post-tranductionnel des 
protéines par ubiquitination qui sont ensuite adressées au complexe protéolytique 26S où elles sont 
dégradées. Ce système de régulation est impliqué dans de nombreux processus d’adaptation des 
plantes à leur environnement. Il intervient dans de nombreux processus de signalisation de la plante 
tels que la régulation hormonale du développement et la croissance des plantes, le rythme circadien 
du développement floral, l’adaptation aux conditions environnementales abiotique et biotique  
(Sadanandom, et al., 2012). Dans le système immunitaire des plantes, les modifications post 
traductionnelles des protéines par ubiquitination tiennent une place importante (Marino, et al., 
2012). 
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Figure 55 : Modèle de travail sur le complexe SCF (Skip Culin Fbox) qui régule la stabilité des 
protéines NB-LRR comme SNC1 et RPS2. 
Le complexe est formé des protéines chaperone SGT1 et SRFR1, d’une protéine Fbox CPR1, et des 
composants du complexe SCF tels que CULLIN1, SKP1, RBX1 and an E2.  
Illustration adaptée de (Cheng and Li, 2012).  
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Les protéines à domaine Fbox constituent avec d’autres unités protéiques le système SCF (skip cullin 
Fbox) une sous famille des enzymes ubiquitine ligase E3. Ce sont les protéines E3, et dans le cas du 
complexe SCF, la protéine à domaine Fbox, qui déterminent la spécificité du substrat et donc 
l’identité de la protéine cible. Le gène Medtr3g011020, mis en évidence par l’analyse GWAS, code 
pour une protéine composée de deux domaines : un domaine Fbox dans la partie N-terminale 
responsable de la liaison au complexe SCF et un domaine « F-box associated domain, type 1» ( 
FAD_1 : IPR006527) dans la partie C-terminale correspondant au domaine d’interaction avec la 
protéine cible. Il est intéressant de souligner que l’homologue le plus proche de ce gène chez 
Arabidopsis est le gène CPR1/CPR30 (CONSTITUTIVE PR1). Cette protéine Fbox cible deux NBS-LRR : 
SNC1 (SUPPRESSOR OF npr1-1, CONSTITUTIVE 1) et RPS2 (RESISTANT TO P. SYRINGAE 2) impliqués 
dans la résistance à P. syringae (Cheng, et al., 2011, Gou, et al., 2012) (Figure 55). Une autre protéine 
très proche de celle identifiée chez M. truncatula est la protéine SON1 (SUPPRESSOR OF NIM1-1) d’A. 
thaliana. Celle-ci est impliquée dans la résistance à hyaloperonospora  arabidopsidis et Pseudomonas 
syringae mais sa cible est encore inconnue (Kim and Delaney, 2002). Non seulement ces deux 
protéines (CPR1/CPR30  et SON1) présentent une structure similaire avec la protéine à domaine Fbox 
que nous avons identifiée, mais elles sont aussi des régulateurs négatifs de l’immunité et montrent 
également un caractère génétique récessif. Compte tenu des similitudes, il est donc fortement 
probable  que la protéine à domaine Fbox de M. truncatula soit aussi capable de cibler une protéine 
impliquée dans la résistance de M. truncatula à A. euteiches. Des approches de double hybride et de 
co-immunoprécipitation sont envisagées pour identifier cette cible. 
La validation fonctionnelle du gène candidat codant pour la protéine à domaine Fbox a été entreprise 
par une approche de transgénèse. Aucun mutant n’ayant été identifié à ce jour dans ce gène chez M. 
truncatula et compte tenu de la récessivité supposée de la résistance, la stratégie a consisté à 
exprimer la version sensible du gène dans une accession résistante. Une attention particulière a été 
portée sur le choix de l’accession résistante afin qu’elle ne possède pas le gène de résistance pour 
l’autre locus majeur. Il sera aussi nécessaire de réaliser un travail de validation fonctionnelle pour 
l’autre locus majeur associé à deux gènes qui codent une adenylate isopentenyltransferase (IPT) et 
un facteur de transcription MYB. Ce travail est  engagé par ailleurs dans l’équipe. Une fois le gène 
identifié dans ce deuxième locus, il sera intéressant d’étudier la contribution de chaque gène dans les 
deux loci majeurs de la résistance quantitative. Ces analyses permettront ainsi d’identifier 
d’éventuels effets d’épistasie et de mieux comprendre les liens qui peuvent exister entre ces deux 
loci. Des analyses de double transformation avec des allèles différents pour les deux gènes, par 
exemple, devraient permettre d’éclairer la complexité sous-jacente aux mécanismes de cette 
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résistance quantitative. De plus, de nombreux autres loci ont été identifiés, leur contribution est 
inférieure à celle des deux loci majeurs, néanmoins le rôle de certains des gènes sous-jacents à ces 
loci mériterait des analyses supplémentaires pour estimer leur contribution au phénotype. Ces 
études permettraient d’analyser l’intérêt de les associer afin de déterminer la combinaison optimale 
des allèles pour garantir la meilleure efficacité et durabilité de la résistance.  Le transfert des 
connaissances ainsi générées chez M. truncatula vers le pois et la luzerne sont des objectifs 
agronomiques à atteindre dans les années qui viennent.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 56: Corrélation entre l’induction de racines latérales par l’infection avec A. euteiches et 
l’indice de résistance PC1.  
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B. La modification  du système racinaire après inoculation d’A. euteiches est elle 
un facteur de résistance ? 
Au cours des analyses phénotypiques, une corrélation positive a été mise en évidence entre le 
nombre de racines latérales induit par l’infection et la résistance à A. euteiches (figure 56). Ce 
résultat déjà observé sur la lignée de référence A17 (Djébali, et al., 2009) a été confirmé à l’échelle 
de la population. De plus, la protéine à domaine Fbox Medtr3g01102 est aussi identifiée dans 
l’analyse de génétique d’association réalisée avec le paramètre phénotypique de développement des 
racines latérales en réponse à A. euteiches. Ces résultats démontrent que la stimulation du 
développement racinaire est fortement associée à la résistance et qu’un acteur majeur de cette 
réponse est certainement la protéine à domaine Fbox. L’association entre un caractère phénotypique 
de développement et celui de la résistance à un agent pathogène, laisse penser qu’une régulation 
hormonale pourrait être impliquée dans le contrôle  de ce mécanisme. Cette hypothèse est 
renforcée par l’implication de la protéine à domaine Fbox dans ces deux phénotypes. En effet, 
certains membres de cette famille sont au cœur de la régulation de la signalisation hormonale par 
l’acide jasmonique, l’auxine, l’acide gibbérellique et l’éthylène (Kelley and Estelle, 2012), qui sont 
autant de médiateurs de l’immunité végétale (Pieterse, et al., 2012).  
Par ailleurs, l’identification d’une adénylate Isopentenyltransferase comme gène candidat du 
deuxième locus, plaide pour une implication hormonale puisque ce type de protéine est impliqué 
dans la synthèse des cytokinines. Cette hormone, impliquée dans le développement racinaire, est 
aussi impliquée dans l’immunité végétale. Par exemple, une forte quantité de cette hormone 
favorise l’aptitude d’A. thaliana à se défendre contre l’oomycète parasite H. arabidopsidis grâce à 
l’activation des défenses par accumulation d’acide salicylique (Argueso, et al., 2012). Il a été montré 
récemment que le récepteur CRE1 est impliqué dans la sensibilité à A. euteiches, les mutants de ce 
gène étant plus résistants (Laffond et al donnée en cours de publication).  
Ainsi l’association de la réponse de résistance à la formation de racines latérales suggère que la 
résistance quantitative à A. euteiches est conditionnée par des gènes notamment associés à  la 
morphologie et à des processus de développement des plantes. Ces résultats s’inscrivent dans 
l’hypothèse n°1 formulée par Poland et ses co-auteurs dans laquelle les mécanismes sous-jacents à la 
résistance quantitative sont impliqués dans la régulation de la morphologie et des processus de 
développement des plantes. L’implication du développement racinaire vient donc s’ajouter à la liste 
décrite des autres caractères morphologiques qui sont associés à la résistance quantitative, tels que 
la densité de stomate, la hauteur de plantes, la taille et la surface des feuilles, ou  le délai de floraison 
(Poland, et al., 2009).  
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III. L’induction de la formation de racines latérales par les 
facteurs Nod est un caractère quantitatif contrôlé par 
plusieurs loci.  
A. Nature des gènes identifiés 
Le premier constat révélé par cette étude est la variabilité de la réponse du système racinaire aux 
NFs de S. meliloti dans la collection étudiée. En effet, cette réponse n’avait, jusqu’à présent, été 
étudiée que pour l’accession référence A17.  
L’observation et la capture de cette variabilité de réponses dans la population étudiée a permis de 
conduire une étude de génétique d’association pour identifier les déterminants génétiques sous-
jacents. Grâce à cette approche sans a priori neuf loci majeurs impliqués dans la formation naturelle 
de racines latérales (condition contrôle), et quatre loci majeurs impliqués dans la formation de 
racines latérales en réponse aux NFs ont été identifiés. Les résultats obtenus montrent l’implication 
d’éléments de régulation communs à la formation de racines latérales en présence de NFs ou en 
condition contrôle. Ce résultat peut paraitre évident mais jusqu’à présent seuls des gènes impliqués 
dans la perception des LCOs ou de la voie de signalisation symbiotique avaient été associés à la 
stimulation de la formation de racines latérales chez M.truncatula par les NFs. (Maillet, et al., 2011, 
Olah, et al., 2005). On peut d’ailleurs s’étonner de l’absence de ces gènes de signalisation parmi les 
candidats identifiés dans cette étude, mais celle-ci pourrait s’expliquer par leur  implication dans des 
stades précoces de la réponse aux LCOs. Les paramètres utilisés dans cette étude relatent une 
cinétique de la réponse entre 5 et 15 jours. Ces mesures se situent donc dans des stades jugés tardifs 
vis-à-vis des réponses précoces et transitoires que sont capables de déclencher les NFs, comme par 
exemple des secondes (flux d’ions, dépolarisation des membranes), des minutes (influx de calcium 
cytoplasmique, calcium spiking nucléaire) ou des heures (activation de l’expression de gènes, 
courbure des poils absorbants). (Catoira, et al., 2000). C’est aussi peut-être la raison pour laquelle 
aucun des gènes identifiés ici n’apparait dans les études de transcriptomique (Czaja, et al., 2012) ou 
de phosphoprotéomique (Rose, et al., 2012) qui ont été effectuées dans des temps précoces. Une 
autre hypothèse qui permettrait d’expliquer l’absence des gènes de la voie de signalisation commune 
dans les études de GWAS est relative à la place importante que tiennent ces gènes dans le 
développement de M. truncatula. Ces gènes indispensables à la mise en place des symbioses 
mycorhiziennes et fixatrices d’azote sont très certainement sous forte contrainte sélective car ils 
confèrent un avantage pour ces plantes. Or sans variabilité génomique importante le pouvoir de 
résolution de l’analyse de génétique d’association (GWAS) n’est pas suffisant pour identifier ces 
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gènes. Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait analyser la sélection naturelle dans cette population 
afin de détecter des traces de sélection sur ces gènes (De Mita, et al., 2007).  
Grâce à ces analyses, nous pouvons dresser une architecture génétique de la variabilité naturelle de 
la réponse du système racinaire aux NFs dans laquelle est impliquée la régulation hormonale de la 
croissance du système racinaire. Par exemple, un candidat majeur est un gène codant pour une 
enzyme (adenylate isopentenyltransferase) impliquée dans la synthèse des cytokinines, une 
hormone connue pour moduler la formation de racines latérales (Bielach, et al., 2012), participer à 
l’activation de la formation du primordium nodulaire chez M. truncatula (Gonzalez-Rizzo, et al., 2006) 
et le développement des nodosités (Chen, et al., 2014). On notera aussi l’implication d’un gène 
(LONELY GUY : LOG) qui code une enzyme impliquée dans l’activation des cytokinines (cytokinin 
riboside 5'-monophosphate phosphoribohydrolases) dans le développement des nodosités et la 
formation des racines latérales (Mortier, et al., 2014). Pour renforcer l’hypothèse de l’implication de 
cette hormone dans le mécanisme de stimulation de la formation de racines latérales, nous 
pourrions réaliser des expériences de stimulation de racines latérales par les NFs avec un traitement 
exogène de cytokinines pour voir s’il existe une interférence ou une synergie entre ces deux 
traitements. Une autre possibilité serait l’étude de la réponse du mutant du récepteur de cytokinines 
cre1 (Cytokinin Response1) aux NFs qui permettrait de confirmer l’implication de cette hormone 
dans ce mécanisme. Parmi les candidats majeurs, on notera aussi la présence d’un gène qui code 
pour un facteur de transcription de type « homeobox leucine zipper protein » (Medtr4g047800.1) 
dont un homologue (MtHB1 : Medtr8g026960) est impliqué dans le développement des racines 
latérales de M. truncatula (Ariel, et al., 2010). L’étude de ce gène pourrait s’effectuer par l’étude des 
mutants tnt1 (NF9150) pour lesquels une séquence flanquant le transposon TNT1 se situe dans le 
gène. Enfin, trois candidats se situent à la convergence des analyses de génétique d’association 
réalisées avec les trois paramètres testés (AULRPC_ctrl, AULRPC_Nod et AULRPC_delta). Le faisceau 
de convergence des signaux issus de l’étude de GWAS associée au profil d’expression (surexpression 
dans les cellules corticales contenant des arbuscules de mycorhizes qui produisent des LCOs) désigne 
l’EST BE998252 (pas de modèle dans Mt4.0) comme un candidat intéressant pour poursuivre les 
analyses. L’étude de l’implication de cette région pourrait peut-être s’effectuer par l’étude du 
mutant tnt1 (NF7828) dont une séquence flanquante (NF7828_17) se situe à 1 Kb de cette zone.   
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Figure 57: Comparaison entre les valeurs de BLUP du nombre de racines latérales en condition 
contrôle et le delta des BLUP (Nod – contrôle) du nombre de racines latérales après traitement par 
les facteurs Nod des accessions à 15 jours. La valeur moyenne du nombre de racines latérales (ici 
phénotype corrigé) est = à 0. La valeur moyenne du delta (nod – ctrl, phénotype corrigé) est = à 0. 
Chaque lignée se démarque avec une valeur blup >0 ou <0 (un effet positif ou négatif sur le nombre 
moyen de racine latérales dans la population). Le coefficient de corrélation est indiqué en haut à 
gauche pour chaque comparaison. 
BLUP : « Best Linear Unbiased Prediction » :meilleur prédicteur linéaire non biaisé 
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B. Connexions moléculaires impliquées dans la formation de nodosités et des 
racines latérales en réponse aux facteurs Nod.  
En comparant les résultats obtenus dans notre étude de génétique d’association à ceux issus de 
l’étude, par la même méthode, de la variabilité de la formation de nodosités (Stanton-Geddes, et al., 
2013), nous avons identifié des loci communs entre le développement du système racinaire, la 
réponse aux NFs et le développement des nodosités. Ces loci contiennent des gènes potentiellement 
impliqués dans les deux processus étudiés. Même si les nodosités et les racines latérales ont une 
origine tissulaire et une anatomie vasculaire différentes, leur développement partage certains 
aspects comme le souligne l’identification de gènes impliqués dans ces deux processus tels que le 
facteur de transcription MtEFD (Fromentin non publié) ou le peptide MtCEP1 (Imin, et al., 2013). Ces 
interconnexions sont compatibles avec l’hypothèse proposée par certains auteurs sur le recrutement 
du programme de développement de racines latérales pour former le programme de formation des 
nodosités par la symbiose fixatrice d’azote (Couzigou, et al., 2012). Dans cette hypothèse, les gènes 
identifiés par le rapprochement des résultats issus des deux analyses de génétique d’association, 
réalisées sur M. truncatula, sont de bons candidats pour faire partie d’un programme de 
développement du système racinaire ancestral recruté pour former les nodosités.  
IV. Architecture racinaire de Medicago truncatula et 
interactions biotiques. 
Le système racinaire des plantes est en contact avec de très nombreux microorganismes dans la 
rhizosphère (Hirsch and Mauchline, 2012). Que ce soit directement ou à travers l’échange de signaux, 
ces interactions influencent le développement de la plante et du système racinaire (Hodge, et al., 
2009, Ortíz-Castro, et al., 2009, Sukumar, et al., 2013). L’étude de la formation de racines latérales en 
réponse à l’infection par A. euteiches, et aux facteurs symbiotiques Nod produits par  S. meliloti, a 
permis de mettre en évidence la capacité de ces microorganismes à influencer le développement 
racinaire de M. truncatula. Grâce à la quantification de la variation du nombre de racines latérales, 
l’architecture génétique, qui contrôle ces réponses, a été révélée. On peut supposer que l’influence 
sur le développement racinaire des microorganismes n’est autre qu’une adaptation du système 
racinaire à son environnement biotique dès lors qu’elle est contrôlée par des gènes de la plante. 
L’existence surprenante d’une corrélation négative presque parfaite entre le développement de 
racines latérales constitutives (en condition contrôle) et l’effet de NFs de S. meliloti sur la formation 
de racines latérales, est certainement la conséquence d’une stratégie adaptative à l’échelle de la 
population. (Figure 57).  
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Figure 58: Comparaison entre les valeurs de BLUP du nombre de racines latérales en condition 
contrôle et le delta des BLUP du nombre de racines latérales après l’infection par A. euteiches et 
contrôle) (Ae –ctrl) des accessions à 15 jours. La valeur moyenne du nombre de racines latérales (ici 
phénotype corrigé) est = à 0. La valeur moyenne du delta (Ae – ctrl, phénotype corrigé) est = à 0. 
Chaque lignée se démarque avec une valeur blup >0 ou <0 (un effet positif ou négatif sur le nombre 
moyen de racine latérales dans la population). Le coefficient de corrélation est indiqué en haut à 
gauche pour chaque comparaison. 
BLUP : « Best Linear Unbiased Prediction » : meilleur prédicteur linéaire non biaisé 
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Certaines plantes semblent maintenir un système racinaire peu développé qui, une fois en contact 
avec des signaux symbiotiques, se développe intensément  et rapidement pour favoriser son 
interaction avec le microorganisme symbiotique. A l’inverse, les  plantes qui développent un système 
racinaire important n’ont probablement pas la même nécessité de répondre aux NFs, leur 
ramification racinaire étant suffisante pour rencontrer et/ou établir des interactions symbiotiques. 
En revanche, la faible corrélation positive entre le développement de racines latérales constitutives 
et l’effet de l’infection par A. euteiches sur le développement des racines latérales, suggère plutôt 
une forte interaction génotype-environnement, ou plasticité phénotypique du système racinaire, qui 
répondrait à son environnement biotique de manière dépendante du génotype, et dénoterait ainsi 
des stratégies adaptatives « individuelles » plutôt que populationnelles (Figure 58). Cette plasticité 
phénotypique est issue des propriétés génotypiques d’un individu à produire un phénotype différent 
dans des conditions différentes (Pigliucci, et al., 2006). Ces résultats soulignent donc la possibilité, 
liée à la longue coévolution entre S. meliloti et M. truncatula, qu’une stratégie adaptative du système 
racinaire s’est mise en place à l’échelle de l’espèce en réponse aux NFs, au contraire de ce qui est 
observé  pour la réponse à l’infection par A. euteiches. Le manque d’adaptation observé dans ce 
dernier cas est probablement lié au fait que ces deux organismes ne cohabitent que très rarement, 
l’oomycète pathogène A. euteiches étant originaire des zones humides de l’Europe du Nord alors que 
M. truncatula est originaire du bassin méditerranéen. M. truncatula s’est en revanche probablement 
adapté à des contraintes abiotiques (stress hydrique notamment) de son environnement aride. 
L’existence d’une corrélation négative entre la température/humidité et la sensibilité de lignées de 
M. truncatula tunisiennes à A. euteiches suggère que la résistance pourrait être due à une adaptation 
locale à des facteurs environnementaux tels que la température et la pluviométrie (Djébali, et al., 
2013). Il serait intéressant d’analyser la corrélation entre le développement racinaire et la résistance 
au stress hydrique d’une part et à A. euteiches d’autre part, sur un petit nombre d’accessions 
tunisiennes. Cette liaison entre développement racinaire et résistance pourrait en effet s’établir par 
la faculté des plantes à développer leur architecture racinaire soit pour rechercher l’eau, soit pour 
échapper à l’infection.  
De façon intéressante, l’identification d’une stratégie adaptative du développement racinaire des 
légumineuses en réponse aux NFs laisse entrevoir des perspectives de valorisation de ces résultats 
dans le domaine agronomique. En effet, il est raisonnable de faire l’hypothèse, au vu des fortes 
similarités structurales entre NFs et Myc-LCOs, qu’on puisse  étendre cette stratégie adaptative 
observée chez M. truncatula à la perception des Myc-LCOs produits par les champignons MA. Les 
champignons MA interagissent avec la plupart des plantes de grande culture et les LCOs ont des 
effets sur le développement racinaire des non-légumineuses comme en témoigne par exemple 
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certains produits commercialisés pour le traitement des semences ou le traitement foliaire du maïs 
(voir sur le site Internet de Novozymes, les produits Torque et JumpStart LCO). Notre méthode 
d’étude pourrait permettre d’identifier d’éventuelles stratégies d’adaptation à la perception de ce 
type de composés (LCOs) dans des panels de variétés de plantes de grande culture et ainsi 
d’identifier quelles sont les espèces et les lignées susceptibles de mieux répondre aux traitements 
des semences par des produits contenant des LCOs.  
 
V. Recherche d’interconnexion dans les processus 
d’interaction entre les plantes et les microorganismes 
du sol.  
Des expériences conduites au cours de mes travaux ont révélé que la formation de racines latérales 
est stimulée en réponse à l’infection par A. euteiches (Figure 56) et aux traitements par les NFs. On 
peut supposer que des éléments génétiques spécifiques puissent être communs à ces deux types de 
réponses et puissent être impliqués dans la réponse du système racinaire qui, dans certains cas peut 
se solder par une augmentation du nombre de racines latérales. La recherche de connexion 
génétique et moléculaire entre les différentes réponses du système racinaire de M. truncatula 
étudiées (interaction avec A. euteiches et NFs), pourrait nous permettre d’identifier des composants 
génétiques communs. Cette analyse n’a pas été encore faites en raison de l’obtention très récente 
(et encore incomplète, 30 accessions n’ont pas été testées avec les NFs) des résultats de GWAS. Si 
des loci communs étaient trouvés, il serait intéressant de connaitre les gènes impliqués mais aussi de 
savoir quel est la similarité des signaux produits par A. euteiches avec les NFs qui entrainent 
l’induction racinaire. De plus il serait intéressant de savoir si la protéine NFP, qui semble impliquée 
dans les interactions symbiotiques et pathogènes, intervient ou pas pour décoder la nature du signal 
entre symbiose et résistance (Gough and Jacquet, 2013). 
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I. Materiel biologique 
A. Microorganismes pathogènes : Aphanomyces euteiches 
1. Souche et culture  
Un isolat issu du pois, ATCC201684 ou Ae-all, a été utilisé au cours de l’ensemble de ces travaux, 
permettant ainsi de s’appuyer sur les résultats des travaux de Djébali et al. en 2009 et la description 
de la résistance partielle d’A17 à cette souche. La culture de cet oomycète est maintenue par des 
repiquages successifs (chaque 15 à 21 jours) sur milieu CMA (Corn Meal Agar, Sigma) à 24°C et à 
l’obscurité. Pour la production de zoospores, des explants pris directement sur milieu CMA sont 
repiqués dans des Erlenmeyers 250 ml contenant 30 ml de milieu peptone glucose (20g/l de 
peptones et 5g/l de glucose) liquide puis sont mis dans une chambre climatique à 24°C, à l’obscurité 
et sans agitation. Après 3 jours de croissance, le mycélium obtenu est carencé par 3 lavages espacés 
de 2 heures avec de l’eau commerciale de VOLVIC® stérile. Entre les lavages, les erlenmeyers sont 
remis dans la chambre climatique dans les mêmes conditions de culture. Au dernier lavage, le 
mycélium est laissé dans 30ml d’eau de VOLVIC® toute la nuit (24°C, obscurité). Les zoospores sont 
récoltées le lendemain dans l’eau et leur concentration en zoospores, déterminée à l’aide d’une 
cellule Fuchs-Rosenthal, est ajustée à 105 zoospores/ml pour inoculation des plantes cultivées in 
vitro. 
2. Inoculations  
L’inoculation in vitro se fait sur les racines « hairy root » cultivées sur milieu M (Bécard and Fortin, 
1988) avec saccharose. Quatre à cinq apex racinaires d’une longueur de 5 à 7 cm sont transférés sur 
boîte de Petri carrée (12cm par 12cm) contenant du milieu M sucré. Cinq jours après leur transfert en 
boîte, 5μl d’une suspension de zoospores (105 zoospores/ml), sont déposés sur les racines tous les 
centimètres le long du système racinaire. Les racines d’une boite sont prélevées six jours après 
inoculation et rassemblées en un seul échantillon pour être congelées dans l’azote liquide et 
stockées à -80°C. Le niveau d’infection sera déterminé par quantification de l’expression du gène de 
la tubuline d’A. euteiches.  
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B. Matériel Végétal : Medicago truncatula 
1. Origine des lignées  
Les expérimentations ont été réalisées sur la légumineuse modèle Medicago truncatula. Les graines 
de M. truncatula utilisées sont issues de la collection appelée « core collection 196 » fournie par le 
Centre de Ressources Biologiques Medicago truncatula, UMR AGAP 1334, Montpellier, France. 
(http://umr-agap.cirad.fr/centres-de-ressources-biologiques). 
2. Scarification, stérilisation et germination des graines de M. truncatula  
Les expérimentations, sont réalisées in vitro pour maîtriser au mieux les conditions de culture. Tout 
d’abord les graines ont été scarifiées et stérilisées par de l’acide sulfurique (H₂SO₄) pendant 5 
minutes puis rincées trois fois à l’eau stérile avec environ 30 ml. Une fois rincées, les graines sont 
stérilisées dans de l’eau de Javel à 2.4% pendant 3 minutes puis rincées trois fois à l’eau stérile avec 
environ 30 ml. Les graines sont mises à germer dans des boîtes de Petri rondes (9 cm) contenant de 
l’eau avec de l’Agar 1%. La germination s’effectue à 16°C pendant 2 jours à l’obscurité.  
3. Conditions de culture des plantes  
Pour chaque accession, 5 graines germées ont été transférées sur une boîte de Petri carrée 
(120*120*17 Grenier) en condition stérile, contenant 70mL de milieu M solide (Bécard and Fortin, 
1988). 
Les boîtes contenant les jeunes plantules ont été mises en culture dans une enceinte climatique à la 
température de 22°C et une photopériode de 16h jour/8h nuit. 
Deux traitements ont été réalisés : milieu M contenant des NFs à la concentration finale de 10-8M 
(solution stock à 10-3M dans de l’acétonitrile 50% (ACN), ou contenant la quantité équivalente de la 
solution témoin d’acétonitrile 50% c’est-à-dire une solution diluée 10000 fois.  
4. Transformation par Agrobacterium rhizogenes 
Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Boisson-Dernier, et al., 2001)Boisson-Dernier et al. 
(2001). Les graines de M. truncatula stérilisées, scarifiées et placées sur des boites contenant de 
l’agar à 1% sont placées 4 jours à 5°C afin de synchroniser leur germination. Les jeunes plantes 
germées sont sectionnées à quelques millimètres de l'apex racinaire avec un scapel stérile, puis 
inoculées avec des souches ARquaI, transformées préalablement avec les constructions d'intérêt. 
L’inoculation est réalisée recouvrant l’apex racinaire coupé en raclant un tapis bactérien de ARquaI 
formé à la surface d’une boîte de Petri contenant du milieu LB (streptomycine à 100mg/l et 
spectinomycine 200 mg/l) après 2 jours à 28°C. Entre 500 et 1000 jeunes germinations par 
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construction ont été inoculées et placées sur du milieu Farhaeus (Kanamycine 50mg/l) (Table 4) 
gélosé dans des boîtes de Petri carrées de 12 cm x 12 cm. Les boîtes sont placées verticalement dans 
des chambres de culture in vitro à 20°C (16 heures photopériode, 70 μE s-1.m-2) pendant une à deux 
semaines avant d’être transférées à 25°C jusqu'à obtention de racines transgéniques de 2-3 cm de 
long (environ 1 à 2 semaines après transfert) formant ainsi des plantes composites (partie aérienne 
sauvage et système racinaire transformé). 
5. Isolation de racines « hairy root » 
A partir des racines d’un plante composite, un apex racinaire est isolé et placé sur milieu M sucré 
contenant de la carbénicilline (400mg/ml) pendant 15 jours pour éliminer des ARquaI. Les racines 
sont ensuite transférées sur milieu M sucré à 22°c dans l’obscurité pour propager les racines 
transformées. 
C. Vecteur de clonage et transformation 
Les clonages ont été réalisés grâce à la technologie GATEWAY®. Une fois le gène d’intérêt cloné dans 
un « vecteur d’entrée», cette technologie présente l’avantage de pouvoir transférer cette ORF dans 
de nombreux « vecteurs de destination » compatibles en utilisant des séquences recombinantes 
nommées "Gateway att", ainsi que des enzymes spécifiques "LR Clonase" et "BP Clonase".  Dans le 
domaine végétal de nombreux « vecteurs de destination » binaires ont été développés à l’université 
de GENT dont la liste est consultable sur le site « plant system biology » à l’adresse suivante 
http://gateway.psb.ugent.be/search.  
Pour réaliser le clonage du gène d’intérêt le vecteur pENTR™/D-TOPO® a été utilisé comme « vecteur 
d’entrée » car il permet de réaliser un clonage rapide et directionnel (Figure 1). 
Pour les expériences de transformation par ArquaI, un « vecteur destinataire » binaire pK7WG2D a 
été utilisé. Ce vecteur possède un promoteur 35S pour exprimer le gène cloné, un terminateur 35S 
ainsi qu’un gène rapporteur GFP (Green Fluorescent Protein) sous le contrôle du promoteur RollD qui 
permet de visualiser les racines transformées par émission de fluorescence (Figure 2).  
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II. Méthode 
A. Biologie moléculaire 
1. Quantification de l’infection par A. euteiches  avec la méthode qRT-PCR 
Une méthode de quantification de l’infection des racines de M. truncatula par A. euteiches a été mise 
au point par quantification du transcrit de la tubuline du parasite relativement au transcrit de 
référence stable de la plante (Rey, et al., 2013). Ce diagnostic a été réalisé sur des racines « hairy 
root » prélevées 6 jours après inoculation et immédiatement congelées dans de l’azote liquide. La 
reverse transcription d’ARNs totaux, suivie d’une quantification des produits PCR au travers d’un 
intercalant fluorescent, est utilisée pour étudier le niveau d’expression des gènes. Les messagers sont 
ciblés par des couples d’amorces spécifiques permettant de déterminer la quantité de transcrits issus 
d’un gène de manière absolue ou relative, c'est-à-dire par rapport à un transcrit exprimé de façon 
stable. Les trois grandes étapes (extraction ARN, reverse transcription et PCR quantitative) de cette 
approche sont décrites ci-dessous.  
a. Extraction des ARNs  
L’extraction des ARNs a été faite avec le Kit RNeasy de QIAGEN (minikit for plant and fungi) selon les 
instructions du fabriquant. Pour optimiser les concentrations, les acides nucléiques sont repris dans 
le volume minimal de 40μl d’eau UHQ, « nuclease free » et doivent être à une concentration 
supérieure à 100ng/μl. Ce rendement total obtenu est déterminé par spectrophotomètre à une 
longueur d’onde de 260nm, ainsi 1 unité d’absorbance est équivalente à 40μg d’ARN simple brin/ml. 
L’absence de contamination des échantillons d’ARN par des protéines est appréciée en calculant le 
rapport A260/A280. Pour une bonne qualité des échantillons, ce rapport doit être compris entre 1,7 
et 2,1. L’absence de contamination des échantillons d’ARN par des phenols est appréciée en 
calculant le rapport A260/A230. Pour une bonne qualité des échantillons, ce rapport doit être 
compris entre 1,8 et 2,2. L’absence de contamination des échantillons d’ARN par l’ADN génomique 
est assurée à l’aide d’une étape DNAse comprise dans le kit. Enfin, l’intégrité de l’ARN est vérifiée par 
électrophorèse sur gel d’agarose. 
b. Reverse transcription  
La rétrotranscription (ou reversetranscription) permet d’obtenir de l’ADN complémentaire (ADNc) à 
partir de l’ARN grâce à la reverse transcriptase. Cette étape a été réalisée avec le kit High capacity 
reverse transcription (Applied Biosystem) en utilisant 1μg d’ARN selon les recommandations du 
fournisseur. Les 20μl d’ADNc obtenus ont été dilués 20 fois pour pouvoir tester l’expression d’une 
centaine de gènes différents et limiter la teneur en EDTA, un chélateur d’ions divalents nécessaire à  
233 
 
 
gène Amorce 5’ Amorce 3’ 
Mt H3L GGAAGCAACTTGCAACCAAGGC  GCGGTAACGATGTGGCTTCTTAAC 
Ae tubuline TGTCGACCCACTCCTTGTTG 
 
TCGTGAGGGACGAGATGACT 
 
Tableau 1 : amorce utilisées pour quantifier l’infection.  
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la reverse transcription mais aussi inhibiteur de la PCR. A noter que ce kit repose sur l’emploi 
d’hexanucléotides aléatoires permettant l’amplification de tous les ARNs de manière indifférenciée 
et des parties 3’ comme 5’. 
c. qPCR  
Une étape cruciale de la PCR quantitative est la construction des couples d’amorces ciblant les gènes 
d’intérêt. Ces couples ont été construits en utilisant l’outil Primer Blast du NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome). Les conditions 
standards ont été adoptées en utilisant des amplicons compris entre 50 et 200 nucléotides et la base 
de données nr, en spécifiant les taxides 3880 (Medicago truncatula) et 100881 (Aphanomyces 
euteiches) pour obtenir des amorces spécifiques entre ces organismes (tableau 1). La PCR 
quantitative a été réalisée sur un ABI7900HT (Applied Biosystem) selon les conditions standards 
d’utilisation (95°C 5’, 60°C 30’’ puis 95°C 30’’ 40X). La spécificité des amplicons obtenus par qPCR et 
l’absence de contaminants d’ADNg ont été suivies par l’obtention d’une courbe de fusion des 
amplicons de 60 à 95°C. En plus de la détermination de la quantité d’ADN accumulée après un 
nombre déterminé de cycles PCR, la PCR en temps réel détermine aussi le point à partir duquel les 
amplicons sont détectés. Ceci est déterminé par le nombre de cycles après lesquels l’émission du 
rapporteur dépasse le bruit de fond. Ce nombre de cycles est indiqué par le «cycle threshold » (Ct). 
Le Ct est déterminé au cours de la phase exponentielle de la PCR et il est inversement proportionnel 
au nombre de copies de l’ADN cible. Ainsi, plus le nombre initial de copies est élevé, plus la 
fluorescence sera détectée rapidement au cours des cycles successifs d’amplification et plus le Ct 
sera faible. Le niveau d’expression des différents gènes a été étudié en utilisant le Kit Power SYBR 
Green (Applied Biosystem) selon les instructions du fabricant. L’accumulation des amplicons d’un 
gène donné est déterminée par la quantité de lumière émise par le SYBR Green, couplé aux 
nucléotides, au moment de son incorporation dans les brins d’ADN néoformés. L’analyse des 
données de l’amplification des cDNA est faite par le logiciel SDS2.2 qui donne à la fin un tableau qui 
contient le Ct pour chaque échantillon amplifié. Le niveau d’expression des gènes est obtenu en 
utilisant une technique (Livak and Schmittgen, 2001) qui permet de calculer la valeur de ΔΔCt pour 
chaque gène étudié. Celle-ci représente un ratio entre le niveau d’expression d’un gène d’intérêt 
standardisé par rapport à un gène calibrateur d’une condition expérimentale par rapport à la 
condition contrôle. La qPCR reposant sur un doublement exponentiel du nombre d’amplicons cycle 
par cycle, le niveau d’induction ou de répression est égal à 2(-ΔΔCt), cette valeur peut ainsi être 
convertie en logarithme de base 2 pour permettre des représentations graphiques conjointes de 
gènes présentant des régulations héthérogènes. Dans ce cas, un gène non régulé a une valeur de 0, 
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un gène dont l’expression est doublée a une valeur de 1 et un gène dont l’expression est divisée par 
2, une valeur de -1. 
 
2. Clonage du gène Medtr3g011020  
Le clonage du Medtr3g011020 a été réalisé sur les accessions HM080 et HM019. A partir d’ADNg 
extrait par le kit Qiagen DNeasy plant®. Une amplification PCR a été réalisée à partir des amorces 
FboxF_ATG_TOPO_F : CAC CAT GGC TTT CAG TAG AGA GAG TC et FboxF_R3 : TTA AGA ACA GCA CTT 
GAT CAT ACT C sur les ADNg de HM019 et HM080 grâce à la Pfu DNA Polymerase® (Thermo 
scientific). Le réactif PCR a été préparé dans un volume final de 50µl contenant 1µl d’ADNg (50ng), 
5µl de tampon 10X + MgSO4, 1µl dNTP, 1 µl de chaque amorce (10µM) et 0,75 µl d’enzyme Pfu DNA 
Polymerase®. Le programme PCR réalisé commence par une première étape de dénaturation de 2 
minutes à 95°C suivie de 35 cycles comportant trois étapes : i) 30 secondes à 95°C, ii) 30 secondes à 
56°C et iii) 2 minutes à 72°C. Enfin le programme se termine par un cycle de 10 minutes à 72°C. Grâce 
à l’amorce FboxF_ATG_TOPO_F qui porte une séquence signal CACC un clonage directionnel a été 
réalisé grâce au kit pENTR™/D-TOPO® Cloning suivant les instructions du fabricant. Enfin une étape 
de clonage de type LR GATEWAY® a permis de transférer le gène Medtr3g011020 dans le vecteur 
binaire pK7WG2D pour réaliser les expériences de transformation avec la souche A. rhizogenes : 
ArquaI. 
 
3. Transformation des souches ArquaI et préparation du tapis bactérien.   
Dans une cuve d’électroporation de 0,1cm, 1µl de vecteur (entre 500ng et 1µg) est ajouté à 200µl de 
bactéries compétentes ArquaI. La cuve est placée dans un appareil electroporateur (0.25µF, 200 Ω, 
1,5KV) afin qu’un champ électrique soit appliqué pendant quelques secondes dans la cuve jusqu’à 
l’indication sonore. Rapidement 800µl de milieu SOC est ajouté puis la solution est placée dans un 
tube de culture à 28°C. Au bout de 2 heures la solution est établée sur milieu LB solide 
(streptomycine 100mg/l / spectinomycine 200mg/l) et la boite de Petri est mise en culture à 28°C 
pendant 48H. Une colonie sera sélectionnée pour être multipliée en milieu liquide LB (streptomycine 
100mg/l / spectinomycine 200mg/l) pendant 48 h. Enfin cette culture sera finalement étalée sur 
milieu solide LB (streptomycine 100mg/l / spectinomycine 200mg/l) pendant 48H pour former le 
tapis bactérien nécessaire aux expériences de transformation.  
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B. Phénotypage des accessions de M. truncatula en réponse au traitement par 
les facteurs Nod.  
1. Plan expérimental  
Dix expérimentations ont été réalisées au cours desquelles 117 accessions ont été phénotypées dans 
deux expériences différentes (répétitions biologiques). Chaque expérimentation contient vingt-cinq 
accessions et deux accessions témoins (A17 et F83), de plus quarante plantes réparties dans 4 boîtes 
de milieu M contenant des NFs et 4 boîtes témoins sont phénotypées par accession. 
2. Collecte des informations phénotypiques  
Le nombre de racines latérales à 5, 8, 11 et 15 jours après transfert des graines germées sur boîte de 
Petri a été mesuré pour chaque plante. De plus chaque boîte est scannée à chaque jour de comptage 
à l’aide d’un scanner epson v700 (Figure 7) pour conserver le maximum d’information phénotypique 
qui pourra  être analysée plus tard. 
3. Traitement des données phénotypiques pour l’analyse de génétique d’association 
Pour réaliser les analyses, nous allons utiliser des paramètres phénotypiques corrigés qui 
s’affranchissent des effets techniques et expérimentaux (effet expérience et effet boîte). Pour cela 
nous avons utilisé un modèle linéaire à effet aléatoire qui permet d’estimer l’effet du génotype sur la 
moyenne du nombre de racines latérales en tenant compte des effets expérimentaux (expérience et 
boîte). Les effets « génotype » sur le nombre de racines latérales, ou « Best Linear Unbiased 
Prediction » -BLUP- (meilleur prédicteur linéaire non biaisé), serviront pour les analyses de génétique 
d’association. 
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Abstract 
Roots play an importan t role in plant life for water and nutriment uptake and for biotic environment 
adapta tion in the sail. lnterestingly, rhizosphere re presents one of t he richest microbial ecosystems 
on Earth, containing microbes that can either be beneficiai for plants through the establishment of 
symbiotic interactions or damaging through a parasitic interaction. ln arder t o adapt and survive in 
this biotic environment plants are able to recognize these microorganisms and trigger adapted 
responses t o accept or reject the encountered microorgani.sms. Th~e responses required a 
molecular dialog between microorganisms and plant during the early step of interaction, in the 
rhizosphere. ln this work, the use of genetic resources (natural accessions or mutants) available for 
the madel legume Medicago truncatulo, which is able t o int er act with beth symbionts and pathogens 
led to : 
Gain insight into microorganism perception by the plant, thanks t o the identification of new 
symbiotic signal produced by arbuscular mycorrhizal fungi. 
ldentify genetic and molecular components either involved in plant responses after a root 
pa thogen inoculation (analysis o f quantitative resistance to Aphanomyces euteiches), or alter 
the perception of a symbiotic signal (assessment of nod factor effects on lateral root 
formation) 
The fi rst part of my work led t o the identification of symbiotic signais produced by Rhizophagus 
irreguloris tha t are simple, sulfated and non-sulfated lipochit ooligo;accharides (LCOs). These 
compounds were found to be involved in the establishment o f mycorrhi1al symbiosis with different 
plant families (Fabaceae, Asteraceae and Umbelliferae), and are able to stimulate beth Medicago 
truncatula root growth and lateral roots formation, through the common symbiotic signalling 
pathway (CSSP). 
The second part of my work analyzed M. truncatula resist ance to A. euteiches by a genome wide 
association study (GWAS) to identify molecular determinants of quantitative resistance This study 
identified notably a gene encoding for an F-box domain protein as a majcr component which acts as 
a negative regulator of plant immunity. 
ln the last pa rt of this thesis, another GWAS detected a high level of variability in the M. truncatula 
root response to nod factors (NF) and identified four major loci containing genes associated to 
hormonal pathways or transcriptional regulators that are involved in la teral root formation following 
a NF treatment.. 
Results o f this work led to a better understanding of basic mechanism~ involved in plant-microbe 
interactions and highlighted the existence o f cross talk between symbiosis and immunit y. This work 
opens also new applied perspectives for genetic improvement of cultiv3ted legumes along with a 
larger use of lCOs t o stimulate crop root development. 
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 Résumé 
les racines jouent un rôle primordial dans la vie de la plante, tant pour le prélèvement de l' eau et des 
sels minéraux nécessaires à son développement, que pour l' adaptation à son environnement 
biotique. Ce dernier est notamment constitué par une grande diversité de microorganismes dont 
certains peuvent être bénéfiques, via l'établissement de relations symbiotiques, alors que d'autres 
sont néfastes et cherchent à se développer en parasite, aux dépens de la plante. Pour s'adapter et 
survivre, les plantes doivent donc être capables de reconnaître les microorganismes du sol afin de 
déclencher des réponses appropriées menant à l'acceptation ou au rejet du microorganisme 
rencontré. la mise en place de ces réponses passe par un dialogue moléculaire entre le 
microorganisme et la plante dans les ph.ases précoces de l ' interaction, au sein de la rhizosphère. 
Dans ce cadre d'étude, l 'exploitation des ressources génétiques (mutants ou accessions naturelles) 
de !a légumineuse modèle Medicago truncatula, capable d'héberger des interactions symbiotiques et 
pathogènes, a permis : 
de mieux comprendre comment s'effectue la perception d'un microorganisme par 
l 'identification de nouveaux signaux symbio tiques produit s par les champignons 
mycorhiziens à arbuscules. 
d' identifier des acteurs moléculaires impliqués dans la réponse de la plante, soit après 
inoculation d'un agent pathogène racinaire (étude de la résistance quantitative à 
Aphanomyces euteiches), soit après la perception de signaux symbiotiques (identification de 
gènes associés à l 'induction de ra cines latérales en réponse aux facteurs Nod (NFs). 
Ainsi, il a d' abord été montré que Rhizaphagus irregularis secrète des signaux symbiotiques qui sont 
un mélange de lipochit ooligosaccharides (lCOs) simples sulfatés et non-sulfatés. Ces composés, 
impliqués dans l 'établissement de la symbiose mycorhizienne avec des plantes de différentes familles 
(Fabaceae, Asteraceae et Umbelliferae), stimulent la croissance racina ire et la formation de racines 
latérales chez la légumineuse Medicago truncatula, via la voie de signalisation symbiotique 
commune. 
Une étude de génétique d'association (GWAS) exploitant la variabilité naturelle de M. truncatula a 
ensuite permis d' identifier le déterminisme polygénique de la résistance quantitative à A. euteiches, 
oomycète responsable de la pourri ture racina ire du pois. Un gène codant une protéine à domaine F-
box est le principal acteur impliqué dans ce phéno type et semble agir comme un régulateur négatif 
de f immunité. 
Enfin, une autre analyse GWAS nous a également permis de mettre en évidence une forte variabilité 
de réponse aux NFs chez M. truncatu/a, allant de l' induction à la répression du développement de 
racfnes latérales. Quatre loci majeurs ont été identifiés et font apparaître des gènes associés à des 
voies hormonales ou des régulateurs t ranscriptionnels. 
l'ensemble des résul tats obtenus permet de mieux comprendre les mécanismes fondamentaux qui 
interviennent dans les interactions plante-microorganismes, tout en soulignant l' existence 
d'interconnexions possibles entre symbiose et immunité. Ces t ravaux ouvrent aussi la voie au 
développement de stratégies d' améliora t ion génétique des légumineuses cultivées mais aussi à 
l 'utilisa tion de molécules dérivées delCOs favorisant le développement racina ire. 
